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RESUMEN 
 
RESISTENCIA A HERBICIDAS EN POBLACIONES DEL GÉNERO Amaranthus: 
MECANISMOS MOLECULARES Y EXPRESIÓN DE ALELOS als RESISTENTES 
EN PLANTAS DE A. thaliana Y TRIGO 
 
En los agroecosistemas, las malezas son plantas que crecen en un cultivo y que no 
corresponden a la especie o al genotipo cultivado, lo cual usualmente provoca pérdidas en el 
rendimiento de la producción de dicho cultivo. El control químico de las malezas se realiza 
por medio de la aplicación de herbicidas y constituye una de las principales herramientas en la 
agricultura moderna. El sistema agro-productivo nacional está basado desde hace más de 20 
años en el cultivo de soja transgénica resistente a glifosato (ya sea en monocultivo, o bien, en 
rotación con maíz resistente) junto con la aplicación del herbicida glifosato, o mezclas del 
mismo con otras clases de herbicidas. La confianza excesiva en este sistema ha llevado a un 
problema grave relacionado a la evolución de malezas resistentes a herbicidas y a la incesante 
búsqueda de estrategias químicas alternativas que complementen las ya existentes.  
El primer caso de resistencia a herbicidas en Argentina fue detectado en 1996, y al día 
de la fecha existen 15 especies diferentes que han desarrollado resistencia al menos a un 
herbicida, ascendiendo este número a 255 especies a nivel mundial. Entre ellas, se destacan 
las especies del género Amaranthus, cuyo éxito radica en sus capacidades de crecimiento, 
desarrollo y reproducción. Son plantas de metabolismo C4 anuales que emergen después de 
las heladas de primavera, crecen rápidamente, compiten agresivamente con los cultivos de 
verano, toleran la sequía, responden a los altos niveles de nutrientes disponibles y están 
adaptadas para evitar sombras a través de una rápida elongación del tallo. Adicionalmente, 
presentan una gran variabilidad genética y una inusitadamente alta producción de semillas, 
que pueden distribuirse y germinar muy eficientemente. El objetivo de esta tesis doctoral 
consistió en dilucidar las bases moleculares de la resistencia a herbicidas en poblaciones del 
género Amaranthus, de manera de contribuir al diseño racional de estrategias de control y, 
eventualmente, al desarrollo de herramientas biotecnológicas. 
Como resultado de extensas investigaciones a nivel fenotípico y molecular, se pudo 
confirmar la resistencia cruzada a herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS) en 
poblaciones de Amaranthus palmeri y Amaranthus hybridus -las dos malezas más 
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problemáticas de Argentina- y develar que la resistencia está causada por mutaciones 
asociadas al sitio de acción que provocan cambios conformacionales responsables de una 
resistencia de amplio espectro a todos los inhibidores de la ALS (D376E y W574L).  
En lo que respecta al glifosato, una de las poblaciones de A. hybridus presentó valores 
de resistencia extraordinariamente elevados comparados a los casos previamente descriptos. 
Curiosamente, se pudo asociar este fenotipo de resistencia a un mecanismo de acción 
completamente novedoso: una triple sustitución aminoacídica en la 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS). Como consecuencia de estos estudios pudieron desarrollarse técnicas 
que posibilitan la rápida detección de este nuevo mecanismo de resistencia, denominado TAP-
IVS, en un alto número de invividuos en simultáneo. Por su parte, las poblaciones de A. 
palmeri resistentes a glifosato presentaron una alta prevalencia de la sustitución P106S en la 
EPSPS, y una incipiente amplificación en el gen epsps.  
Del mismo modo, se comprobó que la resistencia a herbicidas en A. tuberculatus del 
estado de Ohio (EEUU) es un problema radicado, existiendo una dominancia de la resistencia 
a glifosato, pero habiéndose detectado niveles mensurables de resistencia a lactofen (inhibidor 
de la protoporfironógeno oxidasa, PPO) y atrazina (inhibidor del Fotosistema II). Los 
mecanismos moleculares dominantes fueron la amplificación génica para glifosato y la 
deleción de la glicina 210 de la PPO para lactofen. No se detectaron mecanismos asociados al 
sitio de acción en el caso de la resistencia a atrazina.  
Por último, fue posible el desarrollo de un gen marcador de selección para la 
transformación de trigo basado en una versión alélica als que codifica para la sustitución en la 
posición 574, plausible de utilizarse con diferentes principios activos debido al amplio 
espectro de resistencia otorgado por el gen. La rápida evolución de múltiples mecanismos de 
resistencia en las últimas décadas, ha reafirmado la necesidad de adoptar estrategias de 
manejo integradas. La información de los mecanismos moleculares generada resulta clave 
para el diseño de tácticas de control geo-localizadas que permitan a los productores entender, 
prevenir y eventualmente sobrellevar de manera sustentable el problema de resistencia en 
malezas, sin contribuir a la generación de un problema similar a largo plazo. 
 
Palabras clave: Amaranthus palmeri; Amaranthus hybridus; Amaranthus tuberculatus; 
resistencia a glifosato; inhibidores de la PPO; inhibidores de la ALS; EPSPS; transformación 
de trigo.  
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ABSTRACT 
 
HERBICIDE RESISTANCE IN Amaranthus spp: MOLECULAR MECHANISMS AND 
EXPRESSION OF als RESISTANT ALLELES IN A. thaliana AND WHEAT 
 
 The first case of herbicide resistance in Argentina was detected in Amaranthus 
hybridus in 1996 and, to date, 15 different species have evolved resistance to at least one 
herbicide. Moreover, several populations of Amaranthus palmeri (a non-native species) with 
suspected cross-resistance to ALS-inhibiting herbicides and glyphosate have been repeatedly 
detected by farmers since 2013. Despite this, no extensive reports of the molecular 
mechanisms endowing resistance in local Amaranthus species were published in the last 
decades. The goal of this doctoral thesis was to elucidate the molecular bases of herbicide 
resistance in problematic populations within the Amaranthus gender, contributing to the 
rational design of management strategies and, eventually, to the development of 
biotechnological tools. 
 The cross-resistance to ALS inhibitors was confirmed in populations of A. palmeri and 
A. hybridus, the two most problematic weeds in Argentina. It was possible to reveal that 
resistance was caused by target-site mutations (D376E and W574L) that cause conformational 
changes responsible for a broad spectrum of resistance to all ALS inhibitors families.  
 Moreover, one of the A. hybridus populations also displayed an extraordinarily high 
level of glyphosate resistance. Interestingly, this phenotype could be associated to a 
completely novel target-site mechanism: a triple amino acid substitution in the EPSPS protein 
(TAP-IVS), the target of glyphosate. As a consequence of these studies, some techniques that 
enable a rapid detection of this new resistance mechanism in a high number of individuals 
were developed. On the other hand, populations of A. palmeri displaying glyphosate 
resistance presented a high prevalence of the P106S substitution in the EPSPS, and low leves 
of epsps gene amplification as an emergent mechanism. 
 Additionally, it was found that herbicide resistance in A. tuberculatus of the Ohio sate 
(USA) is a serious problem, with a strong dominance of glyphosate resistance, but still 
measurable levels of lactofen and atrazine resistance. Gene amplification and G210 deletion 
were found to be the most frequent mechanisms for glyphosate and lactofen resistance, 
respectively. 
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 Finally, it was possible to develop a selectable marker for wheat transformation based 
on an als allelic version carrying the W574L substitution, allowing the possibility of rotating 
different active ingredients as selection agents. 
 The rapid evolution of multiple mechanisms of resistance in the last decades has 
reinforced the need to integrate conventional weed management strategies to non-chemical 
tactics. Information provided by the molecular mechanisms is key in the design of geo-
specific control strategies that allow producers to understand, prevent and eventually cope the 
problem of herbicide resistant weeds in a sustainable way. 
 
Keywords: Amaranthus palmeri; Amaranthus hybridus; Amaranthus tuberculatus; 
glyphosate resistance; PPO inhibitors; ALS inhibitors; EPSPS; biolistic wheat transformation. 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
1.1 ¿Qué son las malezas? 
 
 Se conoce como “malezas” a aquellas plantas que, a modo general, interfieren con la 
actividad humana tanto en áreas cultivadas como no cultivadas. En los agroecosistemas, las 
malezas son plantas que crecen en un cultivo y que no corresponden a la especie o al genotipo 
cultivado.  
 Además de competir con los cultivos por los nutrientes, el agua del suelo y la luz, las 
malezas hospedan insectos y microorganismos que pueden transmitir enfermedades, y los 
exudados de sus raíces y/o filtraciones de las hojas pueden directamente resultar tóxicos para 
las plantas cultivadas. Las malezas interfieren con la cosecha del cultivo, incrementando los 
costos de tales operaciones y contaminando la producción. Consecuentemente, la presencia de 
estas plantas en las áreas cultivadas reduce la eficiencia de los insumos tales como el 
fertilizante y el agua de riego, favorecen la presencia de otros organismos y plagas y, 
finalmente, reducen severamente el rendimiento y la calidad del cultivo (Labrada et al., 1994).  
 Las prácticas agrícolas necesarias para eliminar las malezas que crecen en las áreas 
sembradas con cultivos han evolucionado conjuntamente con los sistemas de producción de 
granos. Las formas de labranza históricamente representaron una parte importante de la 
producción agrícola; siendo su principal objetivo la preparación del suelo para facilitar la 
siembra. Además, la preparación de la tierra era considerada necesaria para obtener un cultivo 
uniforme, sin interferencias de las malezas (Perez, 2005).  
 Sin embargo, las prácticas de labranza contribuían en gran medida a la erosión y al 
desgaste de los suelos haciendo que los mismos pierdan sus nutrientes y se vuelvan menos 
fértiles. A finales de la década de 1980, se fue generando un nuevo concepto cuya base era la 
incorporación de prácticas agronómicas conservacionistas en los sistemas de producción. En 
esa década comenzó a adoptarse el método de siembra directa (una forma de agricultura de 
conservación, labranza mínima o labranza cero), el cual consiste en un sistema integral de 
producción de granos que evolucionó hacia la implantación del cultivo sin remoción del suelo 
y con una cobertura permanente del mismo con residuos de cosecha (Pognolote et al., 2011). 
 La adopción de la siembra directa derivó en un sistema productivo más sustentable, ya 
que entre sus beneficios se encuentran el de mejorar el aprovechamiento del agua, proteger al 
suelo contra la erosión, mejorar el balance de materia orgánica, permitir sembrar donde arar 
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no era posible por falta de agua, prolongar el ciclo agrícola, ahorrar en el uso de combustibles 
y emisiones contaminantes debido a una menor cantidad de maquinaria utilizada y aumentar 
el rendimiento de los cultivos (Pognolote et al., 2011; Trigo, 2011). Sin embargo, la 
expansión de la siembra directa en la agricultura se debe, en parte, a la adopción de herbicidas 
de amplio espectro y al desarrollo de cultivos transgénicos resistentes a esos herbicidas en la 
década del 90 (Vencill et al., 2012).  
 Las malezas pueden ser controladas en forma mecánica, cultural, biológica o química. 
Cualquier método de control genera, inicialmente, un disturbio en la comunidad de malezas, 
provocando modificaciones en su composición y en su estructura funcional. Dentro de la 
diversidad de individuos que la conforman, tendrán mayores chances de sobrevivir aquellos 
que manifiesten características de adaptación al propio disturbio (Swanton et al., 1993; 
Clements et al., 1994). Así, estas plantas contribuirán en mayor medida a la generación 
siguiente y la frecuencia de los caracteres que otorgan aquellas ventajas adaptativas se 
incrementará en las generaciones subsiguientes (Silvertown y Charlestown, 2001). 
Eventualmente, la aplicación repetida de un mismo disturbio podría generar una abundancia 
tan elevada de los individuos adaptados que dicho método de control podría volverse ineficaz 
sobre la nueva comunidad de malezas (Harker y Clayton, 2004).  
 El control químico de las malezas se realiza por medio de la aplicación de herbicidas y 
ha llegado a convertirse en la principal herramienta en todos los programas de manejo de 
malezas de la agricultura actual (Anderson, 1996; Owen, 2016). El uso extensivo de 
herbicidas en la agricultura se debe a que son productos altamente fiables y eficaces, de fácil 
manejo y económicamente rentables. Además, son agronómicamente versátiles, es decir, 
ofrecen al agricultor la posibilidad de elegir cuándo y cómo controlar el problema de las 
malezas, permitiendo un margen de uso que va desde la presiembra hasta la postemergencia 
tardía y diversas opciones de tratamiento en cada cultivo (Bastida y Menéndez, 2001). 
1.2 ¿Cómo evoluciona la resistencia a herbicidas en las malezas? 
 
 Las malezas pueden ser tolerantes o adquirir resistencia a un herbicida particular, por 
lo cual resulta relevante diferenciar estos dos conceptos que muy frecuentemente son 
confundidos. La tolerancia es la capacidad natural y heredable que tienen todos los individuos 
de una especie de soportar la dosis de uso de un herbicida debido a características 
morfológicas y/o fisiológicas que le son propias; por lo tanto, las poblaciones tolerantes a un 
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herbicida nunca fueron susceptibles (Papa, 2002). La resistencia, en cambio, es la capacidad 
natural y heredable de un subgrupo de individuos dentro de una población de una especie de 
no ser controlada por un herbicida que con anterioridad le afectaba intensamente (WSSA, 
1998). Así, la resistencia representa una capacidad adquirida de sobrevivir y reproducirse 
frente a la acción fitotóxica de un herbicida. 
 Teniendo en cuenta estas definiciones, la aplicación repetida de un mismo principio 
activo (o de principios activos con el mismo modo de acción, como se detalla en la sección 
1.3) podría seleccionar positivamente a todos los individuos de una especie que por sus 
características biológicas presentan baja sensibilidad a ese herbicida, enriqueciendo a la 
comunidad con esa especie tolerante (Radosevich et al., 2007). Por otro lado, este mismo 
método de control podría favorecer la supervivencia de un número de individuos de una 
población de otra especie que presentan ciertos caracteres y así, contribuir a la disminución de 
la eficacia del método por un aumento sucesivo de la frecuencia de estos individuos 
resistentes al herbicida (Gresel y Segel, 1978).  
 El uso de herbicidas ha sido la herramienta principal utilizada para el control de 
malezas en todo el mundo desde finales de los años sesenta. Sin embargo, el uso continuo del 
mismo herbicida o la aplicación de herbicidas con el mismo modo de acción (MoA) 
inevitablemente condujo a la selección de poblaciones de malezas resistentes (Shaner, 2014). 
Durante las últimas dos décadas, la adopción extensiva de cultivos transgénicos tolerantes a 
herbicidas como el glifosato llevó a la industria agroquímica a invertir menos en el desarrollo 
de nuevos principios activos, particularmente aquellos con nuevos modos de acción. La rápida 
eficacia combinada con la simplicidad de operación de estos sistemas resultó en el uso 
excesivo de un pequeño número de herbicidas, favoreciendo la evolución de las malezas 
resistentes. 
 Son muchos los factores que influyen en el proceso de evolución de la resistencia y, a 
grandes rasgos, pueden clasificarse en dos grupos: los factores antropológicos y los factores 
biológicos.  
 Los factores antropológicos son aquellos relacionados con las intervenciones humanas 
y las prácticas agronómicas seleccionadas para el manejo de malezas. Estos incluyen la 
elección de diferentes herbicidas, su frecuencia de utilización y las dosis de aplicación en el 
campo. Así, la estructura química de cada principio activo, su analogía con otros herbicidas y 
su acción residual, modulan la probabilidad con que los genes de resistencia incrementan su 
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frecuencia, porque son aspectos condicionantes de la presión de selección (Tranel y Wright, 
2002). La rotación de herbicidas de igual modo de acción favorece la selección de plantas 
resistentes (Holt y Le Baron, 1990), al igual que la utilización de herbicidas con elevada 
actividad residual (Le Baron y McFarland, 1990). Otros factores de manejo agronómico como 
el uso de prácticas alternativas de control de malezas, rotación de cultivos y principios activos 
y alternancia en las prácticas de labranza son aspectos de considerable importancia (Cardina 
et al., 2002). 
 Los factores biológicos, por su parte, incluyen la ecología, la genética, la historia de 
cada especie de maleza y el mecanismo de resistencia involucrado. Así, la frecuencia, el 
número y la dominancia de los caracteres de resistencia pre-existentes a la aplicación de un 
herbicida serán factores condicionantes en el tiempo requerido para que una población resulte 
en un nuevo caso de resistencia. Además, los costos biológicos o efectos de estos caracteres 
sobre la capacidad reproductiva de la especie tendrán inherentemente un impacto en la tasa de 
evolución de la resistencia, dada la menor habilidad competitiva de las plantas resistentes en 
ausencia de la presión de selección (Neve et al., 2003). Por último, ciertos factores biológicos 
como el porcentaje de autogamia y alogamia, la producción de semillas y su longevidad en el 
suelo, el éxito del flujo génico por dispersión de semillas y polen, tienen una incidencia 
directa en la dispersión de los alelos causantes de la resistencia (Jasieniuk et al., 1996; Busi et 
al., 2008). 
 En Argentina, el sistema agro-productivo está basado desde hace más de 20 años en el 
cultivo de soja transgénica resistente a glifosato (ya sea en monocultivo, o bien, en una 
rotación con maíz transgénico tolerante) junto con la aplicación del herbicida glifosato, en 
algunos casos mezclado con otra clase de herbicidas. La confianza excesiva en este sistema ha 
llevado a un problema grave relacionado a la evolución de malezas resistentes a herbicidas. Si 
bien el primer caso de resistencia a herbicidas en el país fue detectado en 1996 (Tuesca y 
Nisensohn, 2001), al día de la fecha existen 15 especies que han desarrollado resistencia al 
menos a un herbicida, y este número asciende a 255 especies a nivel mundial (Heap, 2019).  
 Así, la resistencia a herbicidas en malezas es hoy uno de los problemas más 
importantes que enfrentan los sistemas agropecuarios en todo el mundo (Heap, 2014). La 
rápida evolución de múltiples mecanismos de resistencia en las últimas décadas tiene un 
impacto tanto en la producción de cultivos como en el medio ambiente, y representa un gran 
desafío para los agricultores, los científicos y el sector de la agroindustria. Este fenómeno 
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reafirma la necesidad de aumentar el conocimiento sobre los procesos que modulan la 
resistencia y de adoptar estrategias de manejo integradas que no se basen sólo en el control 
químico. 
1.3 ¿Dónde actúan los herbicidas? 
 
 Los herbicidas son productos químicos que inhiben o interrumpen el crecimiento y 
desarrollo de una planta. Los mismos poseen una afinidad muy específica por ciertas 
proteínas con función enzimática localizadas en distintas regiones subcelulares. 
Generalmente, la afinidad está dada por la similitud estructural y química que existe entre el 
sustrato natural de la enzima y el herbicida. Mediante la unión al sitio activo de la enzima o a 
regiones cercanas al mismo, los herbicidas imposibilitan que el sustrato natural de la enzima 
haga lo mismo y la consecuencia inmediata es la inhibición del proceso metabólico mediado 
por dicha enzima. 
 Existen diversos criterios para clasificar a los herbicidas. Por su espectro de acción, 
pueden ser clasificados en selectivos (eliminan algunas plantas sin dañar significativamente a 
otras) o en no selectivos (son fitotóxicos para todas las especies vegetales). Por su momento 
de aplicación, pueden clasificarse en preemergentes (antes de que emerja el cultivo, pudiendo 
en algunos casos utilizarse inclusive en presiembra) o postemergentes (luego de la emergencia 
del cultivo). Por su movilidad dentro de la planta, pueden clasificarse en herbicidas sistémicos 
(son absorbidos y transportados a toda la planta vía xilema y/o floema) o de contacto (tienen 
un transporte limitado y solo dañan las partes de la planta con las que entraron en contacto). 
Por su persistencia, pueden ser clasificados como residuales (tienen una acción prolongada 
por permanecer un tiempo considerable en el medio ambiente) o no residuales (son 
rápidamente degradados). Pueden ser clasificados por su modo de acción, haciendo referencia 
al proceso bioquímico que se ve afectado por el herbicida. Y por último, también pueden 
clasificarse de acuerdo a su familia química, es decir, de acuerdo a propiedades químicas 
similares y usualmente el mismo modo de acción.  
 En el contexto de la resistencia a herbicidas, la clasificación por MoA resulta una de 
las más relevantes debido a que es la que mejor describe cómo los herbicidas imponen la 
presión de selección sobre las malezas y su conocimiento tiene una utilidad directa en las 
estrategias de control (Vencill, 2012).  
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 La Tabla I muestra la clasificación de los herbicidas por modo de acción según el 
Comité de Acción para la Resistencia a Herbicidas (HRAC, por su sigla en inglés) y la Figura 
I esquematiza el sitio celular de acción de cada grupo. Actualmente existen 25 modos de 
acción diferentes para los más de 200 herbicidas disponibles (algunos cuyo sitio de acción es 
desconocido). Los más utilizados corresponden a los grupos A, B, C y G y encabezan el 
listado de número de especies que han desarrollado resistencia a los mismos (Heap, 2019).  
 
Tabla I. Modo de acción de los herbicidas según el comité de acción para la resistencia a herbicidas 
(HRAC). Tabla adaptada de Délye et al., 2013. 
Grupo Modo(s) de acción Gen codificante de 
la enzima blanco 
Vía afectada 
A Inhibición de la acetil-CoA 
carboxilasa (ACCasa) 
Nuclear Biosíntesis de ácidos grasos 
B Inhibición de la acetolactato sintasa 
(ALS) 
Nuclear Biosíntesis de aminoácidos 
(Leu, Ile, Val) 
C Inhibición de la proteína D1 del 
fotosistema II 
Cloroplástico Fotosíntesis (transferencia 
de electrones) 
D Desvío de los electrones 
transferidos por la ferredoxina del 
fotosistema I 
Cloroplástico Fotosíntesis (transferencia 
de electrones) 
E Inhibición de la Protoporfirinógeno 
Oxidasa (PPO) 
Nuclear Fotosíntesis (biosíntesis del 
grupo hemo) 
F Inhibición de la fitoeno desaturasa 
(PDS), la hidroxifenilpiruvato 
dioxigenasa (HPPD) o de una 
proteína desconocida 
Nuclear Fotosíntesis (biosíntesis de 
carotenoides) 
G Inhibición de la 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintasa 
(EPSPS) 
Nuclear Biosíntesis de aminoácidos 
(Phe, Trp, Tyr) 
H Inhibición de la glutamina sintasa Nuclear Biosíntesis de aminoácidos 
(Gln) 
I Inhibición de la dihidropterato 
sintasa 
Nuclear Biosíntesis de 
tetrahidrofolato 
K1, K2 Aumento de la depolimerización de 
tubulina 
Nuclear Polimerización de 
microtúbulos 
K3 Inhibición de la ácido graso sintasa 
(FAS) 
Nuclear Biosíntesis de ácidos grasos 
L Inhibición de la celulosa sintasa Nuclear Biosíntesis de pared celular 
M Desacople de la fosforilación 
oxidativa 
- Biosíntesis de ATP 
N Inhibición de la ácido graso 
elongasa 
Nuclear Biosíntesis de ácidos grasos 
O Estimulación de la proteína 1 de 
respuesta al inhibidor de transporte 
(TIR1) 
Nuclear Regulación de los genes de 
respuesta a auxina 
P Inhibición del transporte de auxinas Desconocido Señalización hormonal de 
largo alcance 
Z Desconocido -  
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Figura I. Procesos celulares afectados por los herbicidas y clasificación por modos de acción de 
acuerdo al HRAC. Imagen adaptada de Délye et al., 2013.  
1.4 ¿Cómo actúan los herbicidas? 
 
1.4.1 Barreras que atraviesa un herbicida y mecanismos de resistencia 
 
 Las malezas resistentes pueden sobrevivir a la aplicación de herbicidas a través de una 
variedad de mecanismos que se pueden dividir en dos categorías amplias: los mecanismos 
asociados al sitio de acción y los mecanismos no asociados al sitio de acción. La resistencia 
asociada al sitio de acción (o resistencia target, RT) ocurre cuando los herbicidas alcanzan el 
sitio de acción a una dosis letal, pero hay cambios en el mismo que limitan el impacto del 
herbicida; mientras que la resistencia no asociada al sitio de acción (o resistencia no target, 
RNT) implica mecanismos que minimizan la cantidad de herbicida activo que llega al sitio de 
acción, o bien protegen contra daños derivados de la acción del herbicida (Délye et al., 2013; 
Délye et al., 2015; Powles y Yu, 2010). A diferencia de la RT, se sabe poco de los 
mecanismos que producen RNT, pero parece ser una respuesta adaptativa más general al uso 
de herbicidas (Délye et al., 2013). 
 La Figura II esquematiza los pasos consecutivos que atraviesa un herbicida hasta 
llegar a su sitio de acción. Luego de su aplicación, las moléculas del herbicida penetran en la 
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planta (1), son translocadas al lugar donde se encuentra la proteína blanco (2), se acumulan en 
dicho lugar (3), se unen a la proteína blanco (4) y, finalmente, interrumpen estructuras o 
procesos celulares vitales (5). Por lo general, la inhibición de vías metabólicas esenciales 
deriva en la producción de especies reactivas del oxígeno que dañan las células y, en última 
instancia, causan la muerte de la planta. 
 
Figura II. La acción de los herbicidas seguida de su aplicación (superior) y los mecanismos de 
resistencia identificados en malezas (inferior). Los mecanismos no asociados al sitio de acción se 
encuentran escritos en color negro (A, B, C y D), mientras que aquellos asociados al sitio de acción 
se encuentran escritos en color azul (E y F). Figura adaptada de Délye et al., 2013. 
 
 Son muchos los mecanismos de resistencia que han evolucionado en las malezas. En el 
caso de la RNT, los mecanismos incluyen: una reducción en la penetración del herbicida por 
alteraciones en las propiedades de la cutícula o en los hábitos de la planta (A), una 
translocación reducida del herbicida hacia el sitio blanco (B), una degradación metabólica 
aumentada del herbicida (C), o una neutralización aumentada de moléculas citotóxicas 
generadas por la acción del herbicida (D). En el caso de la RT, los mecanismos incluyen: una 
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sobreproducción de la proteína blanco por mutaciones en regiones regulatorias o por 
amplificación génica (E), y/o mutaciones estructurales que modifican la organización 
tridimensional y las propiedades electroquímicas de la proteína blanco (F). Estas 
modificaciones estructurales podrían no afectar la afinidad de unión del herbicida (F-1), 
reducirla (F-2) o bloquearla (F-3) (Délye et al., 2013). 
 La magnitud de la reducción en la afinidad de un herbicida por su sitio de unión 
depende del cambio estructural en la proteína blanco. Dependiendo del herbicida, un dado 
cambio estructural en la proteína puede conferir alta o moderada resistencia, o, en raras 
ocasiones, un incremento en la sensibilidad al herbicida. Este tipo de alteraciones permiten 
que la planta se vuelva resistente pero, a veces, pueden provocar un costo en la actividad de la 
enzima y así disminuir la tasa de crecimiento de la planta (Délye et al., 2013). 
 Para aquellas malezas que presentan resistencia a más de un herbicida, se han 
establecido algunas clasificaciones que dependen de los mecanismos implicados. Si la 
resistencia a más de un principio activo está causada por más de un mecanismo, se toma el 
concepto de “resistencia múltiple” (Patzoldt y Tranel, 2007; Yu et al., 2007), mientras que si 
un solo mecanismo es responsable de dicho fenotipo, se la llama “resistencia cruzada”. Esta 
última frecuentemente involucra a herbicidas con el mismo modo de acción (Hall et al., 
1997). 
 
1.4.2 Historia y prevalencia de los mecanismos de resistencia 
 
 Los mecanismos de RT fueron los primeros en ser dilucidados. El primer caso de RT 
se notificó en una población de Senecio vulgaris L. que mostró resistencia a atrazina y 
simazina, herbicidas pertenecientes al grupo C (Ryan, 1970). Sin embargo, no fue hasta la 
década de 1980 que los casos de resistencia a herbicidas se volvieron masivos, principalmente 
a los inhibidores de la acetil-Coenzima A carboxilasa (ACCasa) (Grupo A) y a los inhibidores 
de la acetolactato sintasa (ALS) (Grupo B) (Shaner, 1992). 
 La resistencia a los inhibidores de la ACCasa y la ALS reportadas resultaron estar 
causadas por mutaciones en el sitio de acción y los rasgos resultaron funcionalmente 
dominantes. Contrariamente a lo que ocurría con los mecanismos de RT a triazina (Grupo C), 
la resistencia a los inhibidores de ACCasa y ALS presentaba herencia nuclear, y bajos costos 
biológicos fueron asociados con estos rasgos de resistencia (Powles y Yu, 2010). En 
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consecuencia, los casos de resistencia a ambos herbicidas evolucionaron rápidamente en 
numerosas especies (Kaundun, 2014; Yu y Powles, 2014). 
 En 1996, los cultivos genéticamente modificados tolerantes a glifosato se introdujeron 
en América del Norte y del Sur, y poco más tarde en Australia. Casi inmediatamente, se 
comenzaron a informar algunos casos de malezas con resistencia a glifosato (RG) (Powles, 
2008; Heap, 2019). Sin embargo, las mutaciones puntuales de la 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS, sitio de acción del glifosato) han sido poco frecuentes y confieren una 
resistencia débil a dicho herbicida (Sammons y Gaines, 2014). Otro mecanismo de RT, que 
involucra la sobreexpresión de la EPSPS producida por amplificación génica, se informó en 
varias malezas con RG (Gaines et al., 2010; Nandula et al., 2014; Salas et al., 2012; Tranel et 
al., 2011). Más aún, la participación de una amplificación basada en ADN circular 
extracromosómico se ha propuesto recientemente como el mecanismo presente en una 
población de Amaranthus palmeri de Georgia (Koo et al., 2018). Además, una doble 
sustitución de aminoácidos en la EPSPS, conocida por conferir altos niveles de resistencia en 
líneas de maíz transgénicas comerciales, se ha informado en Eleusine indica (Yu et al., 2015) 
y Bidens pilosa (Alcántara-de la Cruz et al., 2016a). 
 Por su parte, aunque el primer caso de RNT se informó en 1957 en una población de 
zanahoria silvestre (Daucus carota L.) resistente a 2,4-D (Switzer, 1957; Whitehead y 
Switzer, 1967), hasta ahora, sólo unos pocos mecanismos de RNT han sido dilucidados a 
nivel molecular (Ghanizadeh y Harrington, 2017). Esto se debe a que los procesos 
bioquímicos que los regulan son intrínsecamente complicados, tienen una naturaleza 
cuantitativa que está controlada por múltiples genes y la información genómica disponible 
para las especies de malezas es limitada.  
 La naturaleza múltiple de los mecanismos de RNT tiene una incidencia directa sobre 
su evolución, ya que cada gen proporciona una fracción de la resistencia. En otras palabras, 
cuando un herbicida no logra el control total de las malezas en generaciones sucesivas, los 
diferentes genes de la RNT podrían contribuir a un aumento de la resistencia a los herbicidas 
(Manalil, 2014). En las especies alógamas, donde los individuos intercambian y recombinan 
alelos, el desarrollo de RNT es más rápido que en las especies autógamas. Además, la rapidez 
con la que se acumulan los alelos de la RNT en una población depende de la diversidad 
genética inicial y del tamaño de la población, la presión de selección y los costos de 
resistencia física (Délye, 2013). 
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 La resistencia metabólica (esquematizada en la Figura II, inciso C) es uno de los 
mecanismos de RNT mejores conocidos y generalemente se describe como un proceso de 
detoxificación vegetal que consta de cuatro fases (Bartholomew et al., 2002; Martinoia et al., 
1993). Esta resistencia se ha asociado a niveles aumentados en la actividad del citocromo P-
450 y glutatión S-transferasa (GST) en especies de gramíneas como Alopecurus myosuroides 
y Alopecurus japonicus, Lolium rigidum, Echinochloa phyllopogon y Beckmannia 
syzigachne, que mostraron resistencia a una amplia gama de herbicidas (Hall et al., 1997; 
Chen et al., 2018; Busi et al., 2017; Iwakami et al., 2014; Pan et al., 2016). De manera similar, 
algunos estudios han confirmado que la resistencia metabólica también puede estar presente 
en las malezas latifoliadas, aunque han sido sustancialmente menos numerosos (Ma et al., 
2013; Oliveira et al., 2018; Figueiredo et al., 2018; Nakka et al., 2017; Torra et al., 2017). 
 Délye et al. (2013) propusieron que parte de la RNT puede ser constitutiva y otra parte 
podría ser inducida porque el proceso de detoxificación de la planta se encuentra bajo control 
genético polialélico. Hasta la fecha no se ha descripto ningún factor de transcripción 
involucrado en la RNT en las malezas. 
 Otro mecanismo de RNT es la reducción en la translocación del herbicida 
(esquematizada en la Figura II, inciso B), descripta como una restricción en el movimiento del 
herbicida dentro de la planta (a través del xilema y/o el floema) y/o la compartimentación del 
herbicida (secuestro en la pared celular o en la vacuola; exclusión activa de los cloroplastos) 
(Délye, 2013). En Estados Unidos y en Australia se ha documentado una reducción de la 
translocación del herbicida a los tejidos meristemáticos en poblaciones resistentes a glifosato 
de Conyza canadensis y Lolium rigidum, respectivamente (Feng et al., 2004; Koger y Reddy, 
2005; Lorraine-Colwill et al., 2002; Wakelin et al., 2004). Dos estudios recientes informaron 
la participación de los transportadores ABC en la reducción de la translocación de glifosato en 
Conyza canadiensis (Tani et al., 2015) y 2,4-D en Raphanus rafanistrum (Goggin et al., 
2016). Sin embargo, todavía no se han identificado alelos involucrados en el proceso. 
 De esta manera, mientras que los mecanismos de RT evolucionaban y eran detectados 
fácilmente por los malezólogos y científicos, los alelos de la RNT fueron acumulándose de 
una forma menos llamativa y mensurable. Así, la historia de la liebre y la tortuga parece tener 
su versión en el mundo de las resistencias a los herbicidas. Hoy en día, la RNT se considera el 
tipo predominante de resistencia al primer y tercer grupo de herbicidas más utilizados del 
mundo (grupos G y A) y al segundo grupo de herbicidas más utilizados del mundo (grupo B) 
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en malezas gramíneas (Délye et al., 2013). De esta manera, parece que finalmente la tortuga 
(RNT) está ganándole la carrera a la liebre (RT). 
1.4.3 Herbicidas inhibidores de la EPSPS  
 La enzima 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa (EC 2.5.1.19), ampliamente 
conocida bajo su sinónimo 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) constituye el 
blanco del herbicida glifosato, perteneciente al grupo G. Este grupo, el de las glicinas, sólo 
incluye al herbicida glifosato.   
 La EPSPS es una de las enzimas implicadas en la vía de síntesis de los aminoácidos 
aromáticos triptófano, tirosina y fenilalanina, que son necesarios para la síntesis de proteínas 
que llevan al crecimiento de la planta (Steinrücken y Amrhein, 1980). La EPSPS cataliza el 
penúltimo paso en la vía del ácido shikímico y está implicada, adicionalmente, en la síntesis 
de numerosos metabolitos secundarios, incluyendo el tetrahidrofolato, la ubiquinona, y la 
vitamina K (Gruys y Sikorski, 1999).  
 La vía del shikimato, completamente ausente en mamíferos, peces, aves, reptiles e 
insectos, está presente en plantas y microorganismos, y la importancia de la misma se 
fundamenta en la estimación de que hasta el 35% o más de la biomasa vegetal seca está 
representada por moléculas aromáticas derivadas de estas vías (Franz et al., 1997). 
 En plantas, la EPSPS está localizada primariamente en cloroplastos y otros plastidios 
(Mousdale y Coggin, 1985), aunque se han reportado formas citoplásmicas (Baylis, 2000). La 
enzima es sintetizada como un precursor citoplasmático con una secuencia N-terminal que 
codifica para el péptido de tránsito. El péptido de tránsito es requerido para la translocación 
de la enzima al estroma de los plastidios, donde luego es clivado para dar lugar a la proteína 
madura (Della-Cioppa et al., 1986). La EPSPS posee un peso molecular de 46 kDa y se pliega 
en dos dominios similares, cada uno compuesto de tres repeticiones de la unidad de 
plegamiento βαβαββ (Stallings et al., 1991). En cuanto a su secuencia codificante, el gen de la 
EPSPS en Amaranthus spp. parece tener alrededor de 10.229 bp y estar formado por ocho 
exones y 7 intrones (Gaines et al., 2013), teniendo su secuencia codificante 1554 pb.  
 La EPSPS cataliza la transferencia de una unidad de enolpiruvil desde el 
fosfoenolpiruvato (PEP) hacia el shikimato-3-fosfato (S3P), formando los productos 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato (EPSP) y fosfato inorgánico (Figura III). Esta reacción es 
inusual ya que procede vía clivaje de la unión carbono-oxígeno de PEP, en lugar del clivaje 
  
 
INTRODUCCIÓN GENERAL   |    13 
 
del enlace fósforo-oxígeno, como ocurre en la mayoría de las enzimas que utilizan PEP 
(Walsh et al., 1996). La reacción se produce a través de un intermediario tetraédrico formado 
por S3P y PEP (Anderson y Johnson, 1990). 
 
Figura III. Reacción catalizada por la 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) y su 
participación en la vía de síntesis de aminoácidos aromáticos. En el recuadro en violeta puede 
observarse la estructura del inhibidor de la EPSPS, el glifosato, y su analogía al sustrato PEP. 
  
 El glifosato inhibe a la EPSPS en una reacción lenta y reversible, de manera 
competitiva para el PEP y no competitiva para el S3P (Boocock y Coggins, 1983; Steinrücken 
y Amrhein, 1984). La inhibición ocurre a través de la formación de un complejo ternario 
EPSPS-SP3-glifosato y la unión del glifosato acontece después de la formación del complejo 
binario EPSPS-S3P (Kishore y Shah, 1988). A pesar de las evidencias que sugieren a la 
EPSPS como el único sitio de acción del herbicida, la manera exacta por la cual el glifosato 
provoca la muerte de la planta está aún en discusión (Senseman, 2007). 
 El glifosato es un herbicida no selectivo, postemergente y sistémico que controla una 
amplia variedad de especies vegetales. Este potente herbicida es absorbido por las plantas a 
través del follaje y se traslada en la sección longitudinal de tallos y raíces por vía floemática 
(Sprankle et al., 1975; Amrhein et al., 1980). Se utiliza ampliamente para el control de 
malezas perennes con reproducción vegetativa, ya que al ser altamente sistémico se transporta 
a toda la planta (Rosales-Robles y Sánchez de la Cruz, 2006).  
 En lo que respecta a su residualidad, la degradación microbiana ha sido considerada 
como la principal vía de descomposición del herbicida (Souza et al., 1999). La persistencia 
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del glifosato en el suelo es moderada, ya que se ha determinado que la molécula tiene una 
vida media de 45-60 días (Wauchope et al., 1992; Vereecken, 2005). 
 Con la expiración de la patente del glifosato a comienzos de la década de 1990, se 
favoreció la comercialización de productos genéricos, y por ende se expandió la oferta del 
herbicida por una abrupta caída del precio del mismo (Woodburn, 2000). Adicionalmente, el 
desarrollo de los cultivos transgénicos de soja, maíz y algodón tolerantes a glifosato y su 
masiva adopción a partir de 1996, provocó la disminución en el uso de otros herbicidas 
comúnmente utilizados.  
 Así, la diversidad de estrategias para el control de las malezas fue en detrimento, 
provocando una severa modificación de los agroecosistemas, ya que el glifosato puede ser 
empleado exitosamente en presiembra y en postemergencia y controla un amplio espectro de 
malezas (Dill et al., 2010). Sumado a esto, la siembra directa eliminó la labranza del suelo 
como herramienta mecánica para el control de malezas. La acción conjunta de estos factores 
determinó que se ejerza una importante presión de selección sobre las comunidades y 
poblaciones de malezas, dirigida fundamentalmente a especies adaptadas al no laboreo y 
relativamente tolerantes al glifosato. Este problema afecta especialmente a los cultivos de 
soja, maíz y algodón de los Estados Unidos, Argentina y Brasil (Duke y Powles, 2009).  
 Actualmente, la resistencia a este herbicida ha sido confirmada en 42 especies de 
malezas (Heap, 2019). La primer maleza con RG fue Conyza canadensis, reportada en 2001 
en campos sembrados con soja en EEUU (VanGessel, 2001). Unos pocos años después de 
este informe, infectó al menos 2 millones de hectáreas de cultivos GM en los Estados Unidos. 
Otra especie de importancia por producir grandes pérdidas económicas es Amaranthus 
palmeri que ha surgido de regiones cultivadas con algodón en el sur de Estados Unidos. 
Desde su hallazgo en 2006 (Culpepper et al., 2006), miles de campos donde se siembra 
algodón han sido infestados. Otras especies de malezas en la que se han encontrado gran 
cantidad de biotipos resistentes a glifosato a nivel mundial son: Alopecurus myosuroides, 
Avena fatua, Avena sterellis, Echinochloa colona, Echinohloa crus-gallis, Lolium perenne 
ssp. Multiflorum, Lolium rigidum y Sorghum halepense (Heap, 2019). 
 Dada la naturaleza de inhibidor competitivo del glifosato, que compite por el sitio 
catalítico de unión a la EPSPS con el fosfoenolpiruvato (PEP), existen pocas mutaciones que 
confieren resistencia a este compuesto sin afectar al funcionamiento de la enzima. Es decir, 
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muchas de las mutaciones en esta enzima que le otorgarían a la planta resistencia al glifosato 
podrían resultar letales para ella.  
 Como se describe detalladamente en la sección 2.1, son escasos los reportes de 
mecanismos de RT producidos por mutaciones en el gen epsps, y ocurren sobre todo en las 
posiciones 106 y 102 de la EPSPS, siendo mucho más frecuente otro mencamismo de RT 
asociado a la amplificación génica y ciertos mecanismos de RNT (Sammons y Gaines, 2014). 
Se ha reportado una translocación reducida del glifosato como un mecanismo de resistencia 
común en Conyza canadensis y Lolium rigidum, proveyendo un alto nivel de resistencia: de 7 
a 11 veces mayor de lo que proveen las mutaciones puntuales en la EPSPS (Preston y 
Wakelin, 2008). Este también es el caso de RG en sorgo de alepo que se ha encontrado en la 
provincia de Salta en Argentina (Vila-Aiub et al., 2012) y en Estados Unidos (Riar et al., 
2011), el cual ha mostrado poseer resistencia debido a una disminución de la translocación del 
herbicida y una menor absorción por parte de la hoja. 
 
1.4.4 Herbicidas inhibidores de la ALS 
 
 La enzima acetolactato sintasa (ALS) o acetohidroxiácido sintasa (AHAS) (EC 
2.2.1.6), constituye el blanco de acción de los herbicidas pertenecientes al grupo B. Esta 
enzima está implicada en la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada: leucina, valina e 
isoleucina (Devine et al., 1993). Los aminoácidos ramificados son esenciales para el 
crecimiento y desarrollo de la planta, por lo que la inhibición de su síntesis resulta letal para 
muchas especies de vegetales, aunque la secuencia real del proceso fitotóxico se desconoce. 
 La ALS está involucrada en el primer paso de la biosíntesis de aminoácidos 
ramificados tanto en plantas como en microorganismos (Subramanian et al., 1990), 
catalizando dos reacciones en paralelo (Umbarger 1969 y 1978) (Figura IV-A): 
 - La condensación de dos moléculas de piruvato para dar lugar a una molécula de 2-
acetolactato (de allí el nombre de ALS, acetolactato sintasa). Esta vía deriva en la síntesis de 
los aminoácidos valina y leucina. 
 - La condensación de una molécula de piruvato y una de 2-cetobutirato para dar lugar 
a una molécula de 2-aceto-2-hidroxibutirato (de allí el nombre de AHAS, acetohidroxiácido 
sintasa). Esta vía deriva en la síntesis de isoleucina. 
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 Dentro de este grupo B se ubican más de 50 herbicidas comerciales que pueden ser 
agrupados en cinco familias químicas (Figura IV-B): sulfonilureas (SU), imidazolinonas 
(IMI), triazolopirimidinas (TP), ácidos pirimidiniltiobenzoicos (PTB) y sulfonilaminocarbonil 
triazolinonas (SCT). Todos tienen sitios de unión a la ALS que se solapan parcialmente: los 
herbicidas se unen a la enzima y obstruyen el canal que lleva al sitio activo; lo cual lleva a su 
inhibición (McCourt et al. 2006; Garcia et al., 2017; Lonhienne et al., 2018). 
 La ALS pertenece a la superfamilia de las enzimas dependientes de tiamina bifosfato 
(ThDP). Este cofactor está unido por un ión metálico divalente como Mg
2+
 o Mn
2+
, que 
coordina al grupo bifosfato del ThDP y a dos residuos altamente conservados en estas 
proteínas (Hawkins et al., 1989). La ALS también se une a una molécula de flavina adenina 
dinucleotido (FAD), aunque este cofactor no participa en las reacciones principales (Chang y 
Duggleby, 1997). La ALS es inhibida por los productos finales de su vía: valina, leucina e 
isoleucina. (Miflin, 1971; Milin y Cave, 1972; Lee y Duggleby, 2002). 
 La mayoría de las ALS que han sido caracterizadas poseen una subunidad catalítica 
(aproximadamente 65 kDa) y una subunidad regulatoria menor, que varía su tamaño entre 9 y 
54 kDa, dependiendo de la especie de origen. En la ALS de plantas, esta subunidad 
regulatoria estimula la actividad y confiere sensibilidad a la retroinhibición por los 
aminoácidos de cadena ramificada (Lee y Duggleby, 2001). McCourt et al. (2006) resolvieron 
la estructura cristalina de la subunidad catalítica de la ALS de Arabidopsis thaliana 
(denominada AtAHAS), concluyendo que el tetrámero de la AtAHAS consiste en cuatro 
monómeros idénticos (Muller y Schulz, 1993). Asociado a cada monómero se encuentran los 
cofactores FAD y Mg-ThDP, y una molécula de SU o IMI cuando estos inhibidores están 
presentes (McCourt et al., 2005). Los cuatro sitios activos de cada tetrámero se forman en la 
interfase entre dos monómeros, por lo que el requerimiento mínimo para la actividad de la 
enzima es un dímero de subunidades catalíticas. La relevancia biológica de los tetrámeros no 
está clara; pero podrían contribuir a una estabilidad mayor de la enzima o permitir a las 
subunidades regulatorias unirse más eficientemente (Duggleby et al., 2008). 
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Figura IV. A: Participación de la acetolactato sintasa en la vía de síntesis de los aminoácidos de 
cadena ramificada. B: Herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa, pertenecientes a cinco 
familias químicas diferentes (adaptado de weedscience.org).  
 
 La ALS es de codificación nuclear, la traducción ocurre en ribosomas citosólicos y la 
enzima madura se localiza en cloroplastos (Miflin, 1971; Jones et al., 1985). Al igual que en 
otras proteínas de localización cloroplásticas, la ALS es sintetizada como un precursor de 
mayor peso molecular que la forma madura, el cual es subsecuentemente translocado y 
procesado (Bascomb et al., 1987). La secuencia N-terminal de la proteína madura de especies 
de plantas aún no ha sido determinada con precisión, pero diversos grupos de investigación 
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propusieron que el corte del péptido de tránsito involucra la remoción de los primeros 70-85 
aminoácidos, dependiendo de la especie vegetal (Wiersma et al., 1989; Rutledge et al., 1991; 
Chang y Dugglebly, 1997).  
 Por su parte, los genes codificantes para la ALS de varias especies vegetales han sido 
clonados y secuenciados. Los primeros dos genes vegetales correspondientes a esta proteína 
fueron aislados de Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum utilizando el gen de levaduras 
ilv2 como sonda heteróloga de hibridación (Mazur et al., 1987). En todas las especies de 
plantas examinadas, al menos un gen als es expresado constitutivamente, aunque su nivel de 
expresión puede variar entre diferentes tejidos y distintos estadios del desarrollo (Schmitt y 
Singh, 1990; Ouellet et al., 1992; Keeler et al., 1993). Desde entonces, los genes als de 
decenas de especies han sido clonados y caracterizados. Mientras que algunos organismos 
presentan una sola isoforma de la ALS (A. thaliana y Xanthium sp.), otros presentan dos (N. 
tabacum y Zea mays) y otros, familias génicas complejas (Brassica napus posee cinco genes 
y Gossypium hirsutum posee seis). Un rasgo común a todas es que los genes de las 
subunidades catalíticas identificadas hasta el momento no contienen intrones (Jones et al., 
1985; Bascomb et al., 1987). 
 Hoy en día, luego del glifosato, los inhibidores de la ALS son de los más utilizados 
para el manejo de malezas latifoliadas y gramíneas en una gran variedad de cultivos 
agronómicos. La popularidad de su utilización radica en que son herbicidas que presentan una 
amplia selectividad de cultivos (por ejemplo, los cereales suelen ser tolerantes a las SU), son 
eficaces para el control de un gran espectro de malezas a dosis bajas, presentan una muy baja 
toxicidad en mamíferos y poseen una actividad residual significativa (Saari et al., 1994; Yu y 
Powles, 2014). La aplicación de estos herbicidas puede realizarse en preemergencia o en 
postemergencia, ya que son absorbidos por hojas y raíces y transportadas por xilema y 
floema, aunque el método de aplicación recomendado es específico para cada tipo de 
herbicida dependiendo de su residualidad (Robles y Esqueda, 2006). 
 Las primeras malezas reportadas resistente a estos herbicidas fueron Lolium rigidum 
en Australia en 1982 (Heap y Knight, 1986) y Lactuca serriola en 1987 en Estados Unidos 
(Mallory-Smith et al., 1990). Las poblaciones resistentes fueron seleccionadas por las 
aplicaciones repetidas anuales de esta clase de herbicidas. Hoy en día, representan el grupo 
con mayor número de especies resistentes, ascendiendo a un total de 160 (Heap, 2019), entre 
las cuáles se destacan: Amaranthus palmeri, Amaranthus retroflexus, Amaranthus 
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tuberculatus, Ambrosia artemisiifolia, Avena fatua, Conyza canadensis, Echinocloa crus-
galli, Kochia scoparia, Lolium perenne ssp. multiflorum, Lolium rigidum y Stellaria media. 
 Debido a que los herbicidas inhibidores de la ALS no se unen al sitio catalítico de esta 
enzima (McCourt et al., 2006), existe una gran variedad de mutaciones potenciales que 
pueden ocurrir en el gen de la ALS, y por ende una alta frecuencia de aparición de resistencia 
a estos compuestos químicos (Tranel y Wright, 2002). Las mutaciones reportadas más 
frecuentemente asociadas a la resistencia ocurren en los siguientes residuos de aminoácidos: 
Ala 122 (A122), Pro 197 (P197), Ala 205 (A205), Asp 376 (D376), Trp 574 (W574) y Ser 
653 (S653). Otras mutaciones que también parecerían conferir resistencia, pero que sólo han 
sido encontradas en una o pocas especies implican a los aminoácidos: Arg 377, Gly 654, Asp 
630, Leu 662, Ser 186, Lis 416, Pro 188 y Gly 95 (Laplante et al., 2009; Massa et al., 2011; 
Rajguru et al., 2005; Okuzaki et al., 2007; Siboni et al., 2002; Heap, 2019). Los números 
corresponden a posiciones aminoacídicas de la secuencia de referencia de Arabidopsis 
thaliana.  
 Se han observado patrones variables de resistencia cruzada entre diferentes clases de 
inhibidores de ALS, dependiendo de la posición de la mutación y el aminoácido reemplazado 
(Shaner, 1999). Generalmente, los patrones de resistencia cruzada asociados a una alteración 
de la ALS pueden ser clasificados como resistentes a SU y TP, resistentes a IMI y PTB, o 
resistentes a las cuatro o cinco familias de inhibidores (Tranel y Wright, 2002). Las 
sustituciones en los aminoácidos A122 o S653 conferirían resistencia a IMI con bajo nivel de 
resistencia a SU (Bernasconi et al., 1995; Devine y Eberlein, 1997; Patzoldt y Tranel, 2001); 
en cambio, una sustitución en la P197 otorgaría resistencia a SU pero resistencia cruzada baja 
o nula a IMI (Guttieri et al., 1992). Las mutaciones en la A205 darían resistencia a cuatro 
clases de herbicidas, aunque mostrando bajos niveles de resistencia a algunas de ellas 
(Bernasconi et al., 1995; Woodworth et al., 1996). Por último, el cambio en los aminoácidos 
W574 y D376 otorgaría resistencia cruzada a las cinco familias de herbicidas de este grupo 
(Whaley et al., 2007; Beckie y Tardif, 2012). 
 
1.4.5 Herbicidas inhibidores de la PPO 
 La protoporfirinógeno oxidasa IX (PPO, EC 1.3.3.4) cataliza la oxidación de 
protoporfirinógeno a protoporfirina IX y es la última enzima común en la vía biosintética del 
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tetrapirrol que produce hemo y clorofila (Jacobs y Jacobs, 1984; Beale y Weinstein, 1990). En 
las plantas, la biosíntesis de clorofila tiene lugar exclusivamente en los plastidios, mientras 
que el hemo se produce tanto en los plastidios como en las mitocondrias (Smith et al., 1993; 
Chow et al., 1997). Así, existen dos isoformas de la PPO en plantas, ambas de codificación 
nuclear: PPO1 (cloroplástica y codificada por el gen PPX1) y PPO2 (mitocondrial y 
codificada por el gen PPX2) (Figura V). 
 Se ha comprobado que cuando las plantas susceptibles se tratan con inhibidores de la 
PPO, el sustrato de ésta, protoporfirinógeno IX, se acumula y es exportado desde los 
orgánulos al citoplasma (Jacobs y Jacobs, 1993). Allí, enzimas con actividad peroxidasa 
presentes en la membrana plasmática e insensibles al herbicida lo convierten en protoporfirina 
IX (Lee y Duke, 1994). Este compuesto, caracterizado por ser un pigmento pardo-rojizo 
altamente fotodinámico, se acumula en el citoplasma y, en presencia de luz, induce la 
formación de oxígeno singlete produciendo una rápida peroxidación de los lípidos de la 
membrana plasmática (Duke et al., 1991). Esta modelo se ha resumido esquemáticamente en 
la Figura V. 
 Los herbicidas de este grupo (E) pertenecen a siete familias químicas diferentes: 
difeniléteres, fenilpirazoles, N-fenilftalimidas, tiadiazoles, triazolinonas, oxadiazolas, 
oxazolidindiona y pirimidindionas. Estos compuestos químicos son absorbidos por el follaje y 
actúan como herbicidas de contacto, si bien pueden tener una limitada movilidad vía 
apoplasto (Devine, 2002). Son aplicados generalmente en postemergencia de las malezas, 
excepto algunos pocos que se pueden aplicar en preemergencia (Arregui y Puricelli, 2008; 
Duke y Dayan, 2011).  
 Los herbicidas inhibidores de la PPO controlan básicamente malezas latifoliadas 
anuales, aunque algunos como el oxadiazón también tienen efecto sobre gramíneas anuales 
(Grossmann, 2000). Su efecto residual es sustancialmente variable dependiendo del principio 
activo; mientras que algunos no poseen efecto residual ya que son adsorbidos a la materia 
orgánica y arcillas del suelo y son sensibles a la descomposición microbiana, otros pueden 
permanecer activos hasta ocho semanas (Arregui y Puricelli, 2008; Oliveira et al., 2011). 
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Figura V. Participación de la protoporfirinógeno oxidasa (PPO) en la vía de síntesis del grupo 
hemo y clorofila. Los herbicidas del grupo E inhiben esta enzima y provocan una acumulación de 
protoporfirinógeno IX que sale al citosol y provoca una respuesta oxidativa. Imagen adaptada de Li 
et al. (2003). 
 
 Estos herbicidas fueron alguna vez ampliamente utilizados en el control postemergente 
de malezas latifoliadas en cultivos de soja, ya que esta especie es naturalmente tolerante a los 
inhibidores de la PPO por un mecanismo de rápida degradación metabólica (Dayan et al., 
1997). Sin embargo, cuando se reportó por primera vez la resistencia a PPO en poblaciones de 
A. tuberculatus (Shoup et al., 2003), el uso de estos herbicidas ya había disminuido 
abruptamente debido a la adopción masiva de la soja tolerante a glifosato. A pesar de que la 
resistencia a inhibidores de la PPO ha evolucionado sólo en 13 especies hasta el momento 
(Heap, 2019), el número de casos de resistencia no deja de aumentar (Falk et al., 2005; 
Wuerfell et al., 2015; Heap, 2019). Este fenómeno probablemente se deba a que los 
inhibidores de la PPO son hoy una de las principales opciones para el control químico en 
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agroecosistemas donde las comunidades de malezas han desarrollado resistencia múltiple a 
glifosato e inhibidores de la ALS. 
 Los estudios con biotipos resistentes en las especies Amaranthus tuberculatus y 
Amaranthus palmeri revelaron una novedosa e inesperada mutación en la cual la resistencia es 
conferida por la deleción de un aminoácido (Patzoldt et al., 2006; Salas et al., 2016). Se trata 
de una pérdida de un codón completo en el gen PPX2L que codifica una PPO de localización 
dual (cloroplástica y mitocondrial), que causa la eliminación de una glicina en la posición 
210. Éste es el único reporte existente hasta el momento de una resistencia a herbicidas 
causada por la pérdida de un aminoácido. 
 La deleción de la G210 confiere altos niveles de resistencia a los herbicidas 
inhibidores de la PPO con muy poco efecto sobre la afinidad por su sustrato. Según estudios 
de dinámica molecular, se concluyó que si bien dicha mutación no tiene impacto en la unión 
del sustrato, la enzima posee una eficiencia catalítica reducida debido a un sustancial 
reordenamiento estructural del sitio activo (Dayan et al., 2010). A su vez, estos estudios 
confirmaron que sustituciones simples en la Gly-210 brindarían poca o ninguna resistencia, o 
bien reducirían en gran medida la funcionalidad de la PPO. 
 Se considera que la eliminación de un aminoácido (∼10-18) es un evento evolutivo 
muchísimo más raro que una sustitución (∼10-9) (Gressel y Levy, 2006). Por lo tanto, el 
requisito para la pérdida simultánea de tres nucleótidos en la secuencia codificante del gen 
diana, sumado a la doble localización del producto del gen en cloroplastos y mitocondrias, 
debería limitar la evolución de este mecanismo de resistencia. Sin embargo, esta es la 
mutación que están apareciendo en numerosas poblaciones de A. tuberculatus resistentes en 
los Estados Unidos (Lee et al., 2008; Wuerfell et al., 2015). Este mecanismo de resistencia 
nuevo y poco probable vuelve a demostrar cómo el poder de la presión de selección puede 
evidenciar rasgos raros e inesperados capaces de otorgar resistencia. Hasta ahora, el uso 
continuado de los inhibidores de la PPO aplicados en preemergencia, junto con una aparente 
falta de reducción en la aptitud de los fenotipos resistentes, ha probablemente contribuido al 
mantenimiento del alelo de resistencia. 
 Dado que algunos herbicidas inhibidores de PPO suelo-residuales todavía 
proporcionan un control adecuado de los biotipos resistentes a herbicidas de otros grupos, 
siguen siendo una de las opciones más viables para el control de muchas especies resistentes 
de Amaranthus que provocan importantes pérdidas en cultivos de soja y algodón. Si bien no 
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se han detectado malezas resistentes a este grupo de herbicidas en Argentina, la historia ha 
demostrado que el uso intensivo de cualquier herbicida resulta en la selección de genes que 
confieren resistencia en las poblaciones de malezas. 
 
1.4.6 Herbicidas inhibidores del fotosistema II 
 La fotosíntesis implica la captura y transducción biofísica de la energía solar para 
impulsar el transporte de electrones y subsecuentemente producir el NADPH y ATP 
requeridos para la síntesis de hidratos de carbono a partir de CO2. Básicamente, los herbicidas 
del grupo C compiten con la plastoquinona (PQ) en el sitio de unión a la proteína D1 dentro 
del complejo del fotosistema II (PSII) (Figura VI).  
Figura VI. Esquema del Fotosistema II en la membrana tilacoide. La flecha amarilla indica el sitio 
en el cual los inhibidores del grupo C, como la atrazina, inhiben el proceso de transferencia de 
electrones. Imagen adaptada de Grattieri et al., 2017. 
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 El bloqueo del flujo de electrones detiene la producción de NADPH y ATP y el ciclo 
de reducción del carbono. Esto genera una gran cantidad de moléculas de clorofila excitadas 
cuyos electrones reaccionan con oxígeno generando formas altamente tóxicas (peróxido de 
hidrógeno y superóxidos). Consecuentemente, se produce la degradación de la clorofila y los 
carotenoides y las especies reactivas de oxígeno peroxidan a los lípidos de la membrana del 
cloroplasto, afectando la integridad de la misma. Así, se genera una desorganización celular y 
se produce la pérdida de componentes plasmáticos (Anderson, 1996; Arregui y Puricelli; 
2008). 
 Los herbicidas de este grupo (C) son numerosos y están agrupados en varias familias 
químicas estructuralmente diversas, que les confieren distintas propiedades. Mientras que las 
triazinas, triazinonas, triazolinonas, fenilureas, ureas y uracilo son sistémicos; los nitrilos, 
benzonitrilos, benzotiadizoles y amidas funcionan como herbicidas de contacto (Cobb y 
Reade, 2010). A su vez, poseen una residualidad limitada que varía de acuerdo al producto. 
Los herbicidas sistémicos se aplican al suelo en preemergencia, se absorben por raíces y se 
translocan por xilema; en tanto que los herbicidas de contacto se aplican en postemergencia y 
se absorben por el follaje (Arregui y Puricelli; 2008).  
 Desde la década de 1950 en adelante, los herbicidas de la familia de las triazinas se 
adoptaron ampliamente a lo largo de todo el mundo en los cultivos de maíz y su uso 
persistente en poblaciones de malezas genéticamente diversas ha dado lugar a la evolución de 
la resistencia. Desde la primera publicación histórica, ya mencionada en la sección 1.4.2 
(Ryan, 1970), la resistencia a triazinas ha evolucionado globalmente en 74 especies de 
malezas (Heap, 2019), representando el segundo grupo con mayor especies de malezas 
resistentes luego de los herbicidas del grupo B (inhibidores de la ALS).  
 Sorprendentemente, una única mutación de resistencia a inhibidores del PSII ha 
evolucionado de forma independiente a nivel mundial. Esta mutación puntual se da en el gen 
cloroplástico psbA, de herencia materna, y que codifica para la proteína D1. La sustitución 
provoca el cambio de una serina por una glicina en la posición 264 (S264G) en el sitio de 
unión a la PQ (Goloubinoff et al., 1984; Hirschberg y McIntosh, 1983). Con algunas 
excepciones, todas las especies de malezas resistentes a triazinas contienen esta mutación 
(Powles y Yu, 2010).  
 Como las triazinas y la PQ compiten directamente por el sitio de unión en la proteína 
D1, la sustitución S264G parece una de las pocas opciones que impide la unión de la triazina, 
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al tiempo que permite la unión de la PQ. La estructura molecular y el modelado del PSII 
muestran que en el sitio de unión a la PQ de la proteína D1, la S264 proporciona un enlace de 
hidrógeno que es importante para dicha unión. La sustitución con glicina elimina este enlace 
de hidrógeno clave para la unión de la PQ (Preston y Mallory-Smith, 2001), lo cual conlleva 
el costo de una fotosíntesis reducida (Gronwald, 1994). 
 A pesar de que la mutación S264G previene la unión a la triazina, existe una actividad 
normal para herbicidas de otras familias químicas ya que la naturaleza de la interacción con la 
proteína D1 es diferente (Preston y Mallory-Smith, 2001). En este sentido, se han reportado 
un total de cinco mutaciones diferentes a la anteriormente mencionada en un pequeño número 
de especies de malezas, tanto en la misma posición, como en diferentes posiciones. 
 Además de los mecanismos de RT previamente mencionados, la resistencia a 
herbicidas del PSII ha evolucionado en varias especies mediante mecanismos de RNT, sobre 
todo aquellos relacionados a un metabolismo aumentado mediado por citocromo-P450 y/o 
glutatión S-transferasas (Anderson y Gronwald, 1991; Tsujii et al., 2004; Powles y Yu, 2010). 
 En conclusión, está claro que la resistencia a las triazinas se debe casi exclusivamente 
a una mutación en el gen psbA que produce la sustitución S264G en el sitio de acción. El 
costo en la aptitud (o fitness) asociado a esta mutación ha reducido significativamente su 
impacto en la agricultura mundial, pero la evolución global independiente de esta mutación 
refleja un uso abrumador de la triazina en comparación con otros herbicidas PSII. Al día de la 
fecha, no se han detectado malezas resistentes a este grupo de herbicidas en Argentina.  
1.5 ¿Cuán importante es el problema de las malezas resistentes a herbicidas en 
Argentina? 
 
1.5.1 Contexto general 
 El primer caso de resistencia a herbicidas en Argentina se reportó en el 1996 para la 
especie Amaranthus hybridus L. (sin. A. quitensis), conocida como “yuyo colorado” (Tuesca 
y Nisensohn, 2001). Los biotipos, encontrados en el sur de las provincias de Santa Fe y 
Córdoba, presentaban resistencia cruzada a los inhibidores de la ALS imazetapir (IMI) y 
clorimurón-etil (SU), a cuya aplicación repetida habían sido expuestos. En 2005, se registró 
un biotipo de Sorghum halepense resistente a glifosato en campos cultivados con soja en la 
provincia de Salta (Heap, 2019). A partir de ese momento, innumerables casos de resistencia a 
  
 
INTRODUCCIÓN GENERAL   |    26 
 
herbicidas de distintos grupos en diversas malezas son denunciados periódicamente por los 
agricultores. Al día de la fecha, son 15 las especies de malezas que han desarrollado 
resistencia a herbicidas pertenecientes al menos a un sitio de acción en Argentina. Todos los 
casos reportados oficialmente se resumen en la Tabla II, detallando los principales cultivos 
afectados. 
 
Tabla II. Malezas resistentes a herbicidas en Argentina. *El año generalmente corresponde al 
momento en que se reportó empírica y oficialmente la resistencia, pudiendo no coincidir con el 
año de detección a campo. Algunos casos reportados extraoficialmente pueden estar ausentes. La 
mayoría de los valores fueron tomados de la base de datos de weedsciense.org (Heap, 2019). 
Especie 
(En orden cronológico) 
Nombre común Año* Cultivo(S) Sitio(s) de acción 
Amaranthus hybridus Yuyo colorado 1996 
2013 
2014 
2016 
2016 
Soja 
Soja 
Soja y maíz 
Soja 
Soja 
ALS 
EPSPS 
ALS + EPSPS 
Auxinas sintéticas (AS) 
EPSPS + AS 
Sorghum halepense Sorgo de alepo 2005 
2015 
2015 
Soja 
Soja 
Soja 
EPSPS 
ACCasa 
EPSPS + ACCasa 
Lolium perenne spp. 
multiflorum 
Raigrás criollo 2007 
2009 
2010 
Cereales 
- 
Trigo 
EPSPS 
ACCasa 
ALS + EPSPS 
Lolium perenne Raigrás perenne 2008 Soja, trigo y 
cebada 
EPSPS 
Cynodon hirsutus Gramilla mansa 2008 Maíz y soja EPSPS 
Raphanus sativus Nabón 2008 Canola, girasol 
y trigo 
ALS 
Echinochloa colona Capím 2009 Maíz y trigo EPSPS 
Avena fatua Avena guacha 2010 Cebada y trigo ACCasa 
Eleusine indica Pata de ganso  2012 Maíz y soja EPSPS 
Conyza bonariensis Rama negra 2012 Soja EPSPS 
Brassica rapa Nabo 2012 Soja y Trigo ALS + EPSPS 
Hirschfeldia incana Nabo amarillo 2013 
2016 
- 
- 
ALS 
ALS + Auxinas sintéticas 
Digitaria insularis Pasto amargo 2014 Soja EPSPS 
Amaranthus palmeri Yuyo colorado 2015 
2016 
Soja 
Soja 
EPSPS 
ALS 
Bromus catharticus Cebadilla criolla 2017 Trigo y cebada EPSPS 
 
1.5.2 El género Amaranthus 
 
 El género Amaranthus pertenece a la familia Amaranthaceae e incluye alrededor de 70 
especies, 40 de las cuales son nativas de América y el resto se distribuye en Australia, África, 
Asia y Europa (Costea et al., 2001). Algunas de las especies pertenecientes a este género se 
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cultivan como hortalizas, pseudocereales y vegetales, mientras que otras como plantas 
ornamentales. Además, otras especies son utilizadas como forrajeras y como plantas 
medicinales (Martínez-Crovetto, 1981). No obstante, muchas plantas pertenecientes a este 
grupo constituyen importantes malezas que afectan principalmente a cultivos de estación 
cálida (Webster, 2006).  
 El éxito de las especies del género Amaranthus radica en sus habilidades de 
crecimiento, desarrollo y reproducción. Son plantas C4 anuales que emergen después de las 
heladas de primavera, crecen rápidamente, compiten agresivamente con los cultivos de 
estación cálida, toleran la sequía, responden a los altos niveles de nutrientes disponibles y 
están adaptadas para evitar sombras a través de una rápida elongación del tallo (Schonbeck, 
2014). Adicionalmente, presentan una gran variabilidad genética y una inusitadamente alta 
producción de semillas que pueden distribuirse y germinar eficientemente (Lovell et al., 
1996), lo cual coloca a estas especies dentro de las malezas anuales latifoliadas con más 
probabilidad de desarrollar biotipos resistentes a herbicidas. 
 En particular, Amaranthus hybridus L. es una de las especies del género nativas de 
Sudamérica, y actualmente la más problemática para los cultivos de verano en Argentina 
(REM, 2019). Esta especie se encuentra distribuida en la región que abarca desde Río Negro 
hasta el norte del país, afectando particularmente a cultivos de soja, maíz y girasol en la 
región pampeana. Se trata de una especie monoica y sus plantas pueden alcanzar una altura 
superior a los 2 m.  
 Existen 31 reportes de resistencia en esta especie a 6 modos de acción diferentes a lo 
largo del mundo (Heap, 2019). A pesar de que la resistencia a inhibidores ALS en A. hybridus 
en Argentina fue documentada hace más de dos décadas y la distribución de poblaciones con 
este fenotipo es alarmante (Figura VII), son escasos los reportes oficiales de los mecanismos 
moleculares causantes de dicha resistencia.  
 Por su parte, Amaranthus palmeri S. Watson es una especie originaria de Estados 
Unidos y fue detectada por primera vez en Argentina en 2013 (Morichetti et al., 2013; Berger 
et al., 2016). A pesar de su breve período de permanencia en Argentina, hoy representa la 
segunda especie más problemática en los sistemas de producción (REM, 2019) y es una de las 
más problemáticas a nivel mundial, habiéndose reportado 60 casos de resistencia a 6 modos 
de acción diferentes (Heap, 2019).
 
Por ello, resulta relevante confirmar las resistencias 
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reportadas a campo e intensificar los estudios sobre las bases moleculares de dichas 
resistencias.  
 La rápida dispersión que han alcanzado las poblaciones resistentes a glifosato en 
Argentina en tan pocos años (Figura VII), refleja ciertos atributos biológicos que convierten a 
esta especie en una maleza especialmente agresiva y difícil de manejar eficazmente con los 
recursos tecnológicos disponibles actualmente. 
  
Figura VII. Distribución de biotipos resistentes a glifosato de Amaranthus hybridus (izquierda) y 
Amaranthus palmeri (derecha) en Argentina. Los datos para la construcción de la figura remiten a 
un censo acumulativo realizado en 2017 (REM, 2019).  
 
 A diferencia del resto de las especies de Amaranthus conocidas en Argentina, A. 
palmeri es una especie anual diclino dioica, siendo esencialmente alógama. Esto incrementa 
la variabilidad genética y la tasa de evolución de los mecanismos de resistencia, ya que 
además puede hibridar con otras especies del género (Trucco et al., 2005). Por otro lado, las 
plantas erectas pueden alcanzar una altura superior a los 2,5 m (Morichetti y Ferrell, 2010), 
con una tasa de crecimiento que puede superar los 4 cm por día. Su sistema radicular es 
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extenso, profundo y puede realizar un uso del agua muy eficiente (Black et al., 1969). Por 
último, las plantas de A. palmeri pueden producir hasta 600.000 semillas, las cuales son 
capaces de germinar durante toda la estación de crecimiento (Jha et al., 2007; Tuesca et al., 
2013). Todas estas características hacen que esta especie acumule mayor biomasa, produzca 
más semillas y cause mayores pérdidas de rendimiento en soja que otros “yuyos colorados” 
(Bensch et al., 2003). 
 Finalmente, Amaranthus tuberculatus Moq. Sauer es una de las malezas más 
problemáticas en los estados de Illinois, Iowa y Missouri (Estados Unidos), provocando 
pérdidas de rendimiento de hasta el 43% en cultivos de soja y hasta el 74% en cultivos de 
maíz (Hager et al., 2002; Steckel y Sprague, 2004). Al ser una especie dioica, como A. 
palmeri, la polinización cruzada obligada favorece el enriquecimiento y recombinación de los 
alelos asociados a la resistencia. Así, desde el reporte inicial de una población resistente a 
herbicidas inhibidores del fotosistema II a comienzos de la década del 90 (Anderson et al., 
1996), la evolución de la resistencia rápidamente se apoderó de otros sitios de acción 
(incluyendo inhibidores ALS, PPO, EPSPS, HPPD y auxinas sintéticas), con numerosos casos 
de resistencia múltiple en una misma población (Heap, 2019). Actualmente, 59 casos de 
resistencia a herbicidas en A. tuberculatus han sido reportados a lo largo de 18 estados de los 
Estados Unidos (Heap, 2019).  
1.6 ¿Puede superarse la resistencia a herbicidas? 
 Existe una gran tendencia al empleo rutinario de aquellos herbicidas con mayor 
eficacia y más fáciles de usar, que justamente pertenecen a los grupos de principios activos 
para los que ha habido una mayor evolución de la resistencia. Frente a la problemática de 
biotipos de A. palmeri y A. hybridus resistentes a inhibidores de la ALS y la EPSPS, los 
herbicidas inhibidores de la PPO están siendo empleados con elevada intensidad y frecuencia, 
aumentando la probabilidad de seleccionar biotipos con resistencia a este mecanismo de 
acción. De continuar esta tendencia, es factible que en el mediano plazo surjan casos de 
resistencia múltiple a inhibidores de la PPO y la ALS, PPO y EPSPS o, aún peor, casos de 
resistencia a los tres modos de acción. Así, la diversificación de los principios activos es clave 
si se pretende conservar la utilidad práctica y económica de los herbicidas del grupo E 
(Tuesca et al., 2016). 
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 Una de las lecciones aprendidas a raíz del uso excesivo del glifosato es que los 
sistemas de manejo de malezas basados únicamente en herbicidas no son sostenibles a largo 
plazo. Un programa de manejo de malezas que diversifique al máximo los métodos utilizados 
sería altamente deseable. Se podrían utilizar dos tipos de estrategias fundamentales para 
mitigar y controlar la resistencia a los herbicidas. Por un lado, las medidas proactivas, que 
apuntan a reducir la presión de selección de los herbicidas, minimizando así la supervivencia 
y la reproducción de individuos resistentes. Por el otro lado, las medidas reactivas, que 
apuntan a disminuir la propagación de la resistencia debida a la producción de semillas, el 
movimiento de polen y la diseminación de propágulos (Norsworthy et al., 2012). 
 Las estrategias actuales suelen consistir meramente en medidas reactivas, fenómeno 
que ha sido asociado a múltiples factores (Hurley y Frisvold, 2016; Norsworthy et al., 2012). 
Brevemente, las dos razones principales para la menor adopción de estrategias proactivas por 
parte de los productores son el aumento de los costos que esto implica, junto con la 
percepción de que los beneficios de retrasar la resistencia son inciertos, además de la 
expectativa de que nuevos herbicidas estarán disponibles en el futuro. Sin embargo, se 
requiere una mejor comprensión del componente humano relacionado al manejo de malezas 
para abordar este tema con la seriedad que su complejidad amerita. 
 Existe un conjunto de prácticas que podrían integrarse dentro de los programas de 
manejo de malezas para abordar una intensificación agrícola sostenible, componente 
indeludible de los sistemas de producción que buscarán satisfacer la creciente demanda de 
alimentos a nivel mundial en las próximas décadas (Struik y Kuyper, 2017).  
 Dentro de las prácticas relacionadas al control químico, se recomienda particularmente 
la rotación de herbicidas con distinto modo de acción, la utilización de mezclas de herbicidas 
y, aún más, la rotación de mezclas de herbicidas. Estas estrategias se sustentan en el hecho de 
que los alelos de resistencia disminuirán en frecuencia al eliminar la presión de selección que 
los favorece (Meagher et al., 2003). Además, la utilización de las dosis recomendadas en el 
marbete es fundamental, ya que la sobre- o sub-dosificación también son factores 
desencadenantes de la aparición de resistencia. 
 Adicionalmente, una de las estrategias más prometedoras consiste en el diseño de un 
sistema de rotación de cultivos basado en conocimiento agronómico sólido, ya que a través de 
un esquema de diversificación temporal se puede reducir notablemente la densidad de la 
población de malezas y su producción de biomasa (Owen, 2016). Otro beneficio clave de la 
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rotación es que favorece la diversidad de herbicidas utilizables debido a los diferentes modos 
de acción disponibles para cada cultivo. Así, se debe intensificar el diseño de modelos de 
rotación de herbicidas dentro de programas de rotación de cultivos. 
 Por otro lado, las estrategias que maximizan la competencia de los cultivares no sólo 
reducen las pérdidas de rendimiento, sino que también pueden disminuir la presión de 
selección y la dependencia del control químico para manejar las malezas. A pesar de ser 
amigables con el medio ambiente, las estrategias relacionadas a la competencia del cultivo 
están muy poco explotadas (Sardana et al., 2017). Por lo general, esto ha sido asociado a una 
escasa comprensión de las interacciones entre cultivos y malezas, lo cual dificulta el 
desarrollo de tácticas sostenibles y rentables (Swanton et al., 2015).  
 La alternancia de nuevas y viejas prácticas a veces puede resultar útil. Por ejemplo, es 
conocido que la abundancia de malezas perennes aumenta después de varios años de 
reducción de la labranza, dado que la perturbación de los propágulos vegetativos es menor y 
las semillas permanecen cerca de la superficie del suelo (Cardina et al., 2002). Así, el uso 
ocasional de prácticas de labranza en un sistema de siembra directa podría representar una 
forma de controlar estas malezas problemáticas, ya que es la mejor práctica para perturbar los 
propágulos vegetativos y restaurar el equilibrio en los bancos de semillas del suelo (Owen, 
2016). 
 En lo que respecta a las sustancias alelopáticas, existe un interés creciente por el 
descubrimiento de nuevos compuestos naturales que puedan ser utilizados como 
bioherbicidas. Además de los beneficios medioambientales, los bioherbicidas representarían 
una menor probabilidad teórica de aparición de resistencia ya que poseen múltiples sitios de 
acción (Upadhyaya y Blackshaw, 2007; Radhakrishnan et al., 2018). Sin embargo, esta 
característica trae aparejada una baja especificidad, lo cual hace que los bioherbicidas no sean 
selectivos, sean altamente dependientes de la dosis y, en algunos casos, resulten fitotóxicos. 
En consecuencia, el uso de una alelopatina como potencial bioherbicida es posible, pero está 
restringido a un cultivo en particular con una composición de malezas bien definida (Soltys et 
al., 2013). Probablemente, esta no-selectividad intrínseca y su usual corta vida media sean las 
principales razones por las que los bioherbicidas no se están implementando en forma 
extendida (Cordeau et al., 2016). 
 Por otro lado, las estrategias que van de la mano con las nuevas tecnologías, como la 
agricultura de precisión o agricultura inteligente, pueden mejorar la eficiencia de gestión de 
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los insumos agrícolas y reducir el impacto ambiental de los sistemas de producción de 
cultivos mediante el uso de información sitio-específica (Bongiovanni y Lowenberg-DeBoer, 
2004). La agro-nanotecnología también puede contribuir al manejo de malezas. Ya ha sido 
demostrado que la liberación controlada y paulatina de un herbicida mediante la 
nanoencapsulación del ingrediente activo, por ejemplo, minimizaría la necesidad de 
aplicaciones repetidas y reduciría los efectos adversos de los herbicidas en las plantas y en el 
ambiente (Nuruzzaman et al., 2016; Wang et al., 2016). 
 Finalmente, los cultivos genéticamente modificados pueden contribuir a mantener o a 
aumentar la diversidad de herbicidas utilizables. Además de ser posible la acumulación de 
múltiples eventos de resistencia, la evolución dirigida mediante nuevas técnicas de 
mutagénesis (por oligonucleótidos -ODMs- o por nucleasas genéticamente modificadas como 
TALE o CRISPR) está en auge. Estas nuevas tecnologías ya comenzaron a aplicarse a la 
resistencia a herbicidas en cultivos, particularmente en el desarrollo de una canola resistente a 
inhibidores de la ALS mediada por ODMs (Sauer et al., 2016) que está disponible en los 
Estados Unidos. Ciertas aplicaciones de la tecnología de interferencia de ARN (ARNi) 
podrían ayudar a restaurar la susceptibilidad de las malezas a los herbicidas justo antes de la 
aplicación de los mismos (Shaner y Beckie, 2014). La utilización de la tecnología 
CRISPR/Cas9 podría restaurar la susceptibilidad de una población completa reemplazando el 
alelo resistente por su versión susceptible. Esta metodología, conocida como “Gen drive” ha 
sido validada en modelos no vegetales y permite la rápida propagación de un gen debido a 
una herencia supermendeliana (Esvelt et al., 2014; Weeks et al., 2016). Así, esta técnica 
tendría el potencial de suprimir la proliferación y diseminación de los biotipos de malezas 
resistentes a herbicidas. 
 Aunque algunas de las herramientas mencionadas muestran un gran potencial para 
mitigar la RH, las preocupaciones sobre posibles perturbaciones ecológicas aún impiden su 
aplicación a nivel de campo. Por lo tanto, cobran especial relevancia aquellas estrategias 
convencionales normalmente sub-explotadas. Es primordial conocer la biología de las 
malezas, y realizar monitoreos continuos a campo para conocer su historia antes de las 
aplicaciones, de manera de poder realizar una correcta selección del producto, de su dosis y 
del momento óptimo de aplicación de acuerdo al estado fenológico del espectro completo de 
malezas presentes. De esta manera, se facilitará un diseño racional de las rotaciones de 
mezclas de herbicidas en sintonía con las rotaciones de cultivos, la eventual utilización de 
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cultivos de cobertura, de cultivares con mayor competitividad frente a las malezas y de 
herramientas de agricultura de precisión, en caso que resultara factible y rentable. 
 ¿Cuán entendida o rápida será la adopción de este tipo de estrategias por los 
agricultores de todo el mundo? En la respuesta a esta pregunta se encuentra la perspectiva real 
del desafío más importante al que se enfrentará la agricultura en los próximos años. 
 
1.7 ¿Qué herramientas puede aportar el conocimiento científico? 
 El desarrollo de estrategias efectivas de control de malezas requiere un amplio 
conocimiento a nivel de especie. Esto incluye el conocimiento de la biología de las flores y 
los sistemas reproductivos, la fecundidad, las variaciones en la latencia de las semillas, las 
distancias de migración de las semillas y el polen, el balance costo/beneficio del 
mantenimiento del polimorfismo genético, por mencionar algunas. Además, identificar y 
dilucidar las bases moleculares de los mecanismos de resistencia es también de crucial 
importancia; especialmente hoy en día que el manejo de malezas requiere de la integración de 
múltiples enfoques. 
 Un factor genético importante a considerar es la ploidía de cada especie de maleza. 
Muchas de las principales malezas son poliploides, siendo genéticamente más diversas que las 
diploides por contener más copias de cada gen. Así, sería esperable que esta redundancia de 
genes posibilite una mayor diversidad de mutaciones en los genes causantes de la RH y 
promueva una evolución de la resistencia más rápida. Sin embargo, en las especies 
poliploides, la magnitud de la resistencia conferida por una mutación en un gen puede diluirse 
por múltiples alelos hermanos, lo que desencadena una correlación negativa entre el número 
de copias del gen blanco y el nivel de resistencia (Panozzo et al., 2013). Sólo unos pocos 
estudios intentaron determinar el vínculo entre la ploidía y la tasa de evolución de las plantas 
con RH. Por ejemplo, Yu et al. (2013) informaron que una avena silvestre hexaploide (A. 
fatua) era resistente a los inhibidores de la ACCasa y se propuso una asociación negativa 
entre la ploidía y la evolución de la RH. 
 Por su parte, comprender los mecanismos de resistencia de una maleza a un herbicida 
es importante en múltiples aspectos. Por ejemplo, en el caso del glifosato, identificar los 
mecanismos de resistencia permitió a los científicos comprender mejor el modo de acción del 
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dicho herbicida, desarrollar métodos para su detección y tomar conciencia sobre la rápida 
propagación de la resistencia entre las distintas especies de malezas (Shaner et al., 2012).  
 Además, conocer si una población de malezas presenta mecanismos de RT y/o RNT es 
crucial para el desarrollo de estrategias de manejo de las poblaciones con RH. Es sabido que 
algunos mecanismos causan resistencia a algunos, pero no a todos, los herbicidas que inhiben 
el mismo sitio de acción. Por ejemplo, la sustitución Y263F en la proteina D1 del fotosistema 
II que causa resistencia a atrazina, un inhibidor del PSII, resulta súper sensible a la acción del 
diurón, otro inhibidor del PSII perteniente a otra familia química (Oettmeier, 1999). De 
manera análoga, la sustitución W574L en la proteína ALS, limitaría la rotación a herbicidas 
con diferente modo de acción debido que este mecanismo causa resistencia cruzada a todas 
las familias químicas de inhibidores de la ALS, mientras que la sustitución A122T en la 
misma enzima permitiría la rotación con herbicidas tanto dentro como fuera del modo de 
acción, dado que este mecanismo sólo confiere resistencia a la familia de las IMI (Yu y 
Powles, 2014). 
 Por el contrario, la presencia de mecanismos de RNT es más compleja de interpretar 
en términos de decisiones de manejo. Esto se debe principalmente a la alta complejidad de 
estos mecanismos y a su pobre caracterización molecular, como se ha mencionado en la 
sección 1.4.2. 
 Existen varios reportes de biotipos con resistencia múltiple que presentan diferentes 
mecanismos de RNT en simultáneo. Si bien cada meanismo resultó ser herbicida-específico 
(Iwakami et al., 2014; Letouzé y Jacques, 2003; Preston et al., 1996), no se puede descartar la 
posibilidad de que un único mecanismo de RNT cause una resistencia múltiple. Por ejemplo, 
la sobreexpresión de una enzima antioxidante, podría prevenir el estrés oxidativo letal 
provocado por diferentes herbicidas (Markus et al., 2017). De manera similar, una alteración 
en algunos transportadores transmembrana podría afectar simultáneamente la translocación de 
varios ingredientes activos, o una alteración en la actividad del citocromo P-450 podría 
desencadenar el metabolismo de varios herbicidas. Por lo tanto, la detección de un mecanismo 
de RNT potencialmente único en una población de malezas podría alertar sobre la 
imposibilidad de uso de herbicidas con diferente MoA. La detección de mecanismos de RNT 
será definitivamente más útil en los programas de manejo de malezas cuando se logre una 
mejor compresión de los mismos. 
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Más aún, los mecanismos de resistencia pueden influir en el modo de dispersión de la 
misma. Como ya se ha mencionado anteriormente, la herencia de los mecanismos de RT a 
atrazina es exclusivamente materna (Oettmeier, 1999), mientras que los mecanismos de RNT 
son comúnmente heredados en forma Mendeliana (Huffman et al., 2015). Así, la herencia 
nuclear posibilita una dispersión más segura de los alelos de resistencia a través del polen.  
Finalmente, entender los mecanismos habilita a la creación de marcadores moleculares 
específicos para su detección. El descubrimiento del mecanismo de resistencia a glifosato por 
amplificación del gen epsps, por ejemplo, permitió el desarrollo de una PCR cuantitativa en 
tiempo real que permite dilucidar los niveles de amplificación del gen (Gaines, 2009), técnica 
que se ha convertido en rutinaria en los laboratorios que estudian la resistencia a herbicidas en 
malezas.  
 En la Figura VIII se muestra un esquema del accionar cronológico-metodológico 
convencional para la confirmación de la resistencia genética de una especie de maleza (m) a 
una herbicida (H). Por lo general, la investigación de los mecanismos de resistencia es 
usualmente relegada, cuando en realidad es un componente decisivo para el diseño de las 
estrategias de manejo. 
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Figura VIII. Esquema cronológico-metodológico convencional para el estudio de la resistencia a 
herbicidas. Los pasos 1, 2 y 3 permiten la confirmación de la resistencia a nivel agronómico. Los 
pasos 4, 5, 6 y 7 permiten confirmar la resistencia como carácter heredable (resistencia genética) 
y los niveles de resistencia (a través del cálculo del parámetro FR). El estudio de los mecanismos 
moleculares causantes de la resistencia (2.1, 2.2 y 2.3) es un componente clave que 
frecuentemente se omite en la práctica. 
 
 Afortunadamente, en la actualidad son cada vez más los grupos de investigación 
avocados al estudio de los mecanismos moleculares que otorgan RH en malezas. A medida 
que se avance en la caracterización de los alelos implicados en la resistencia, la efectividad en 
la cuantificación de la misma a través del análisis molecular comenzará a aproximarse a la del 
fenotipado tradicional. En otras palabras, cuando se conoce de la presencia y distribución de 
la resistencia en una maleza problemática en un dado agroecosistema, los estudios 
moleculares (usualmente menos laboriosos, más rápidos y más precisos que los fenotipados 
tradicionales) permiten detectar el mecanismo al mismo tiempo que confirmar la resistencia. 
Este nuevo enfoque, posibilita un accionar más rápido y el movimiento de la balanza hacia el 
lado de las estrategias proactivas. 
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Objetivo general 
 Dilucidar los mecanismos moleculares responsables de la resistencia a herbicidas en 
poblaciones problemáticas del género Amaranthus, contribuyendo al diseño de estrategias de 
manejo basadas en conocimiento científico y, eventualmente, al desarrollo de herramientas de 
interés biotecnológico. 
Hipótesis general 
 El estudio de los sitios de acción de los herbicidas a los cuales numerosas poblaciones 
del género Amaranthus han desarrollado resistencia recientemente, permitirá dilucidar los 
mecanismos moleculares causantes de la misma y desarrollar herramientas agronómicas y 
biotecnológicas de interés. 
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 Modelado tridimensional de la versión 574L de la AcetoLactato Sintasa (ALS) de A. palmeri 
 
 
CAPÍTULO 1 
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Los resultados descriptos a continuación fueron producto de un trabajo colaborativo con otros 
miembros del laboratorio de Biología Molecular de la FCA-UNR y con miembros del grupo 
de la Cátedra de Malezas de la FCA-UNR. Mis agradecimientos a todos ellos. En especial, a 
la Lic. Valeria Palmieri, a la Dra. y Profesora Valeria Perotti, al Profesor Daniel Tuesca y al 
Profesor Hugo Permingeat, coautores de los trabajos publicados producto de estos avances. 
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CAPÍTULO 1 
 
ESTUDIO DE LAS BASES BIOQUÍMICAS DE LA RESISTENCIA A INHIBIDORES 
DE LA ALS Y GLIFOSATO EN POBLACIONES DE Amaranthus palmeri 
RECIENTEMENTE DETECTADAS EN ARGENTINA 
 
2.1 INTRODUCCIÓN 
 
La resistencia a herbicidas en malezas es un problema que desafía a los sistemas 
agropecuarios de todo el mundo. La utilización intensa y repetitiva de unos pocos herbicidas, 
sumada a la pobre diversificación de las prácticas de manejo, constituyen la principal razón de 
la creciente evolución de la RH en malezas en las últimas décadas (Shaner y Beckie, 2014). 
Al día de la fecha, son 255 los reportes de especies diferentes que desarrollaron resistencia al 
menos a un herbicida (Heap, 2019). El glifosato ha sido el herbicida más exitoso y más 
utilizado durante los últimos 20 años, lo cual produjo un rápido aumento de los casos de RG y 
redujo significativamente el espectro de estrategias para el control químico debido a un bajo 
interés en el descubrimiento de nuevos herbicidas (Heap y Duke, 2018). 
A pesar de que el glifosato fue introducido en el mercado en 1974, no existen reportes 
de resistencia hasta comienzos de los 2000, unos años luego de que comenzaran a 
comercializarse los cultivos tolerantes a este principio activo. Actualmente, 42 especies han 
evolucionado RG, 11 de ellas presentes en Argentina, y varios mecanismos fueron descriptos 
como responsables de dicho fenotipo (Heap, 2019; Heap y Duke, 2018). La sustitución P106S 
en la enzima EPSPS, introducida en la soja transgénica resistente, fue tempranamente 
descubierta en Eleusine indica (Baerson et al., 2002) y luego reportada en muchas otras 
especies, incluyendo nuevas sustituciones en esa misma posición (Yu et al., 2007; Kaundun et 
al., 2011; De Carvalho et al., 2012; Gonzalez-Torralva et al., 2012a; Nandula et al., 2013; 
Ngo et al., 2018). Más aún, la novedosa sustitución T102S ha sido recientemente asociada a la 
RG (Li et al., 2018). Estas mutaciones simples en el gen epsps usualmente confieren bajos 
niveles de resistencia a la vez que preservan la eficiencia catalítica de la enzima EPSPS. 
Otro mecanismo asociado al sitio de acción, que involucra la sobreexpresión del gen 
epsps producida por una amplificación génica, fue descubierto hace casi una década en A. 
palmeri (Gaines et al., 2010). Este mecanismo confiere altos niveles de RG y parece ser el 
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mecanismo predominante en varias especies (Tranel et al., 2011; Salas et al., 2012; Wiersma 
et al., 2015; Nandula et al., 2014; Malone et al., 2016). 
Por otro lado, el interés creciente en la caracterización molecular de los mecanismos 
no asociados al sitio de acción permitió la identificación de mecanismos que incluyen el 
secuestro activo del glifosato en vacuola y la translocación reducida del mismo (Peng et al., 
2010; Yuan et al., 2010; Nol et al., 2012). Además, un mecanismo novedoso relacionado a 
una rápida necrosis del tejido expuesto a glifosato, conocido como fenómeno “fénix”, ha sido 
recientemente descripto (Van Horn et al., 2018; Moretti et al., 2018). 
Curiosamente, una doble sustitución artificial en la EPSPS llamada “TIPS” conocida 
por otorgar altos niveles de RG en líneas de maíz comerciales transgénicas (Lebrun et al., 
2003), ha sido encontrada en dos especies de malezas (Eleusine indica y Bidens pilosa) (Yu et 
al., 2015; Alcántara-de la Cruz et al., 2016a), evidenciando el poder de la evolución bajo una 
presión de selección persistente. La acumulación de múltiples mecanismos, principalmente en 
especies de polinización cruzada, produce altos niveles de resistencia y también es una 
consecuencia de la presión de selección ejercida por el continuo uso de glifosato (Nandula, 
2010; Gherekloo et al., 2017). 
Por su parte, los herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS) también son 
muy utilizados, sobre todo debido a su control de amplio espectro, sus bajos costos y su baja 
toxicidad en mamíferos. No obstante, hasta ahora, el número de especies que han desarrollado 
resistencia a al menos uno de estos principios activos asciende a 160, representando el grupo 
con más especies de malezas resistentes dentro de todos los sitios de acción diferentes (Heap 
2019).  
Los primeros mecanismos de resistencia a inhibidores de la ALS fueron reportados en 
Kochia scoparia y Lactuca serriola, correspondiendo a las sustituciones P197T y P197H en la 
ALS, nombradas de acuerdo a la secuencia de referencia de A. thaliana, respectivamente 
(Guttieri et al., 1992). En las últimas dos décadas, 26 sustituciones de aminoácidos en ocho 
posiciones diferentes de la ALS han sido asociadas a la resistencia en 50 especies. Este 
número supera ampliamente a las mutaciones causantes de resistencia a herbicidas con otros 
genes blanco, lo cual indica que el gen als es un sitio blanco más propenso a la resistencia que 
el de otros herbicidas, como se detalló en la sección 1.4.4 de la introducción general (Yu y 
Powles, 2014). 
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En lo que respecta a mecanismos de RNT de los herbicidas inhibidores de la ALS, una 
tasa de metabolismo aumentado (comúnmente denominada resistencia metabólica) ha sido 
documentada en repetidas ocasiones y es considerada el mecanismo de RNT predominante 
(Yu y Powles, 2014). 
 Amaranthus palmeri S. Watson es una especie de maleza latifoliada (dicotiledónea) 
nativa de Norteamérica. A. palmeri tiene características germinativas, de crecimiento, de 
desarrollo y de reproducción que la hacen un especie altamente invasiva y adaptable, lo cual 
la convierte en un perfecto vector para la resistencia a herbicidas (Ward et al., 2013). Desde 
su primera detección en Argentina cinco años atrás (Morichetti et al., 2013), las poblaciones 
con resistencia a glifosato y a inhibidores de la ALS se han expandido en casi la totalidad de 
las áreas de cultivo de soja en Argentina (REM, 2019). Sin embargo, no se ha hecho hasta el 
momento una descripción de los mecanismos moleculares implicados en la resistencia de 
dichas poblaciones. Hasta ahora, la amplificación del gen epsps parece ser el principal 
mecanismo de RG en A. palmeri (Ward et al., 2013; Sammons y Gaines, 2014) y varias 
sustituciones en el gen als han sido documentadas para la especies: P197S, W574L, S653N 
(Nakka et al., 2017; Molin et al., 2016). Comprender las bases moleculares de la resistencia a 
herbicidas es un paso clave en el entendimiento del proceso evolutivo que causa este 
fenómeno y en el diseño de estrategias que permitan un control exitoso mediante el abordaje 
de programas integrados de manejo de malezas. En este capítulo, se investigan los 
mecanismos moleculares que causan resistencia a glifosato y a inhibidores de la ALS en 
poblaciones de A. palmeri colectadas durante los últimos años en Argentina. 
Objetivo 
 
Estudiar las bases bioquímicas y moleculares de la resistencia a glifosato y a 
inhibidores de la ALS en poblaciones Amaranthus palmeri recientemente encontradas en 
Argentina. 
Hipótesis de trabajo 
  
 Las poblaciones de Amaranthus palmeri detectadas en Argentina presentan 
mecanismos de resistencia asociados al sitio de acción que las vuelven altamente insensibles 
al control con los herbicidas inhibidores de la ALS y/o glifosato. 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.2.1 Recolección del material vegetal 
 
 Para el estudio de la resistencia a herbicidas, se recolectaron semillas de A. palmeri de 
tres campos cultivados casi exclusivamente con soja. En cada caso, semillas de al menos 50 
plantas se combinaron dentro de una sola muestra. En uno de estos campos (población 1), A. 
palmeri había sobrevivido a las aplicaciones del herbicida Derby
®
 (i.a.: imazetapir 10% P/V), 
inhibidor de la ALS y del herbicida Roundup full II
®
 (i.a.: glifosato 66.2% P/V, durante al 
menos cinco campañas seguidas. La población del segundo campo (población 2) nunca había 
sido enfrentada a inhibidores de la ALS pero sí a glifosato, por lo cual se sospechaba que 
presentaba resistencia sólo a este último herbicida. Una tercera población (población 3), 
localizada en un campo libre de la aplicación de glifosato, fue utilizada como control 
susceptible para los ensayos de aplicación de este herbicida. Las geolocalizaciones y 
nomenclaturas de cada población se resumen en la Tabla 1. Las coordenadas geográficas de 
las poblaciones 1 y 3 son muy similares debido a que fueron colectadas en campos de la 
misma localidad.  
 
Tabla 1. Poblaciones de Amaranthus palmeri estudiadas 
Pob. Localidad Nombre Coordenadas R glifosato? R ALS? 
1 Vicuña Mackenna R 33º55'20.68" S 64º35'33.37" O Sí Sí 
2 Tucumán r 27°17'45.36" S 65°0'3.37" O Sí No 
3 Vicuña Mackenna S 33º55'17.0" S 64º35'17.9" O No ¿? 
 
2.2.2 Ensayos dosis-respuesta in vivo 
 
 Para evaluar la eficiencia de cada herbicida, se cultivaron aproximadamente 120 
plántulas de cada población en cámaras de cultivo a 25 ºC con un fotoperíodo de 16 h y una 
intensidad lumínica de 400 μmol/m2s. El sustrato consistió en una mezcla de tierra, arena y 
perlita (7:2:1) contenido en macetas plásticas de nueve cm de diámetro. Los experimentos se 
condujeron en un diseño en bloques completos al azar con cinco réplicas por dosis, donde 
cada réplica consistía en una maceta con tres plantas. Alcanzado el estadio de 4-6 hojas reales, 
diferentes dosis de tres herbicidas inhibidores de la ALS y de glifosato fueron aplicadas sobre 
cada población, de manera de obtener una curva que ajuste al modelo utilizado. Las dosis 
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utilizadas para los inhibidores de la ALS sobre las poblaciones R y r fueron: 0; 0,0625X; 
0,125X; 0,250X; 0,5X; 1X; 2X; 4X; 8X; 16X y 32X; donde X=100 g i.a./ha para Derby 
(imazetapir 10% p/v), 50 g i.a./ha para Clorimurón (clorimurón-etil 25 % p/p) y 30 g i.a./ha 
para Spider (diclosulam 84 % p/p). En el caso del glifosato (RoundUp WeatherMax, sal 
potásica de glifosato 48,8 % p/p), las dosis aplicadas sobre las poblaciones R y S fueron: 0, 
0,0625X, 0,125X, 0,250X, 0,5X, 1X, 2X, 4X, 8X, 16X y 32X; donde X=540 g i.a./ha y 
corresponde a la dosis recomendada de glifosato. Los herbicidas se aplicaron utilizando una 
mochila de presión constante con boquillas de ventilador planas a 206,84 kPa, calibradas para 
entregar 116 L/ha. El número de sobrevivientes se registró tres semanas después del 
tratamiento. El peso seco se registró cosechando todo el tejido aéreo de las plantas, 
colocándolo en una bolsa de papel y secándolo a 60 ºC durante 48 hs. 
 Las curvas dosis-respuesta fueron obtenidas por ajuste a un modelo de regresión no 
lineal utilizando el software SigmaPlot (versión 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA, 
USA) de acuerdo a la siguiente ecuación:  
 
𝑦 = 𝑚𝑖𝑛 +
(𝑚𝑎𝑥 −𝑚𝑖𝑛)
1 + (
𝑥
𝑏
)𝑎
 
 
donde y es el porcentaje de peso seco o de supervivencia, x es la concentración de herbicida, 
min y max son los límites inferiores y superiores de la curva, respectivamente, a es la 
pendiente de la curva en el punto de inflexión y b es la concentración de herbicida requerida 
para producir una reducción del crecimiento del 50% (GR50) o una reducción del 50% de la 
supervivencia (Dosis Letal media, DL50). 
 Los datos se expresaron como porcentaje de supervivencia de las plantas y reducción 
de la biomasa respecto a los controles no aplicados. Los parámetros obtenidos fueron 
sometidos a un análisis de la variancia (ANOVA) unifactorial en el software Sigma-Plot y las 
diferencias estadísticamente significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con 
un nivel de significancia del 5% (α = 0.05). 
 
 
  
 
CAPÍTULO 1   |    45 
 
2.2.3 Estudio del mecanismo de resistencia a inhibidores de la ALS 
 
2.2.3.1 Ensayos de actividad enzimática in vitro 
 
 Semillas de las poblaciones R y r fueron desinfectadas, sembradas en medios 
artificiales (Murashige-Skoog (MS)-1% agar) con y sin la adición de imazetapir 2 μM e 
incubadas bajo un fotoperíodo de 16 h a una intensidad lumínica de 170-200 μmol/m2s 
durante 15 días. Luego, diez plántulas de cada población fueron trasplantadas a macetas y, 
transcurridos 15 días, sus hojas fueron utilizadas para obtener extractos crudos de la enzima 
ALS. Dichos extractos se obtuvieron a través de la trituración del tejido en morteros 
conteniendo nitrógeno líquido, su resuspensión en buffer fosfato pH 7,5 y el posterior 
enriquecimiento en la proteína de interés mediante precipitación con sulfato de amonio, de 
acuerdo a lo descripto por Poston et al., (2002).  
 La actividad de la enzima ALS fue determinada espectrofotométricamente midiendo la 
cantidad de acetoína formada en presencia de distintas concentraciones de herbicidas, según 
una versión levemente modificada del método de Westerfeld (Yu et al., 2010). El método 
consistió en la conversión del acetolactato (producto de la reacción catalizada por la ALS) en 
acetoína, otorgando el medio ácido necesario para que esto ocurra. Las reacciones se llevaron 
a cabo durante 1 h a 37 ºC. Las concentraciones de herbicida utilizadas fueron: 0; 0,25; 1; 5; 
250 y 1000 μM para imazetapir; 0; 0,025; 0,1; 0,25; 1; 5; 25 y 250 μM para clorimurón-etil y 
diclosulam. La reacción fue detenida mediante el agregado de 5 μL de ácido sulfúrico 1N a 
los a los 200 μl de volumen final de reación. Transcurridos 15 min de una incubación a 60 ºC 
con α-naftol, los tubos fueron centrifugados y una alícuota de su sobrenadante fue utilizada 
para medir la absorbancia del complejo coloreado a 490 nm mediante un lector de 
microplacas BioTek (ELX800). Se incluyeron controles de acetolactato inicial, impidiendo la 
reacción mediante el agregado de ácido sulfúrico 1N a tiempo cero. La inhibición enzimática 
fue expresada a través del parámetro I50, que representa la concentración de herbicida 
requerida para producir una inhibición de la actividad enzimática del 50% comparada con el 
control sin tratar. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento y el experimento se repitió 
tres veces. 
 Los datos de actividad ALS fueron ajustados a una curva logística de tres parámetros, 
utilizando el mismo software, bajo la siguiente ecuación: 
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𝑦 =
𝑎
1 + (
𝑥
𝐼50
)𝑏
 
 
donde y es la actividad ALS, x es la concentración de herbicida, a es el límite superior de la 
curva, b es la pendiente de la curva e I50 corresponde a la concentración de herbicida requerida 
para causar un 50% de reducción en la actividad de la enzima. 
 Los parámetros obtenidos fueron sometidos a un análisis de la variancia (ANOVA) 
unifactorial en el software Sigma-Plot y las diferencias estadísticamente significativas se 
estimaron mediante el test de Holm-Sidak con un nivel de significancia del 5% (α = 0.05). 
 
2.2.3.2 Clonado y secuenciación del gen als 
 
 Se extrajo ADN genómico de tejido foliar fresco de diez plantas de cada población 
utilizando un kit de extracción de ADN genómico marca Wizard (Promega Corp., Madison, 
WI). Se generaron dos muestras compuestas que fueron utilizadas como molde para la 
amplificación del gen als, con oligonucleótidos específicamente diseñados sobre secuencias 
disponibles de especies cercanas (McNaughton et al., 2005; Patzoldt y Tranel, 2007). El gen 
als completo fue amplificado con los oligonucleótidos X1 y X2 (Figura 1, Tabla 2) utilizando 
una polimerasa de alta fidelidad (Q5® High-Fidelity DNA polymerase, New England 
Biolabs, inc.). Las reacciones consistieron en ~100 ng de ADN, 500 nM de oligonucleótidos, 
1,5 mM de MgCl2, 200 μM de dNTPs, 1X de buffer, 1 unidad de Q5, y H2O ultrapura hasta 
un volumen final de 50 μL. Las condiciones de ciclado fueron: 98 ºC durante 1 min, 35 ciclos 
de 98 ºC durante 10 seg, 57 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 1 min, y un intervalo de extensión 
final a 72 ºC durante 7 min. Los productos de amplificación fueron ligados al vector pGEM
®
-
T easy (Promega) según las indicaciones del manual. Se prepararon células competentes de E. 
Coli DH5α por el método químico y se transformaron de acuerdo a protocolos estándar 
(Sambrook y Russell, 2001). Las transformantes fueron seleccionadas en placas con medio 
Luria-Bertani (LB) suplementadas con 100 μg/mL de ampicilina. La integración del inserto 
fue chequeada por PCR de colonia con los oligonucleótidos X3 y X4 listados en la Tabla 2. 
Se repicaron ocho colonias positivas de cada población y se inocularon en medio LB líquido, 
permitiendo el crecimiento durante toda la noche a 37 ºC. Se realizaron minipreparaciones 
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plasmídicas, de acuerdo al protocolo de purificación de ADN plasmídico de Promega 
(Wizard® Plus SV Minipreps, DNA Purification System protocol, Promega Corp., Madison, 
WI). Los plásmidos recombinantes así obtenidos fueron sometidos a digestión y posterior 
electroforesis del ADN para confirmar la presencia del gen als. Posteriormente, se enviaron a 
secuenciar (Macrogen Inc., Korea) utilizando los oligonucleótidos X5, X6 y X7 diseñados 
para cubrir la totalidad del marco abierto de lectura (Tabla 2). Esta estrategia de clonado 
permite la identificación de secuencias para alelos individuales, libre de ambigüedad, a 
diferencia de lo que ocurre con la secuenciación directa de productos obtenidos por PCR. 
 
Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR para el 
clonado y secuenciación del gen als 
Nombre Secuencia (5’-3’) 
X1 CTTCAAGCTTCAACAATGG 
X2 CCTACAAAAAGCTTCTCCTCT 
X3 CCAGAAAAGGTTGCGATGTT 
X4 ATGCTTGGTAATGGATCGAG 
X5 GGCAACCTAGAAAGATACCC 
X6 CCTGAATGGCGTATTGCGGAGG 
X7 GGAGGGAGGAGTTGAATGAGCAG 
 
 
Figura 1. Localización de los oligonucleótidos utilizados dentro del marco abierto de lectura del 
gen als. 
 
2.2.3.3 Análisis de las secuencias 
 
 Para generar las secuencias consenso de los alelos als de cada población, las lecturas 
individuales fueron alineadas con secuencias de referencia del género Amaranthus obtenidas 
del NCBI (National Centre for Biotechnology Information). El alineamiento se realizó 
utilizando el algoritmo MUSCLE del software Unipro Ugene v1.11.2 (Okonechnikov et al., 
2012). Una vez alineadas, las secuencias fueron traducidas y analizadas en busca de 
sustituciones aminoacídicas.  
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2.2.4 Estudio del mecanismo de resistencia a glifosato 
2.2.4.1 Búsqueda de sustituciones en la prolina 106 
 
 Se extrajo ADN genómico a partir de tejido foliar fresco de seis plantas sobrevivientes 
a la dosis 1X de glifosato de las poblaciones R y r, y de seis plantas no aplicadas de la 
población S. Se utilizó el kit comercial de extracción de ADN genómico Wizard (Promega 
Corp., Madison, WI). Una alícuota de cada muestra de ADN fue utilizada en un ensayo de 
digestión diferencial de secuencias polimórficas amplificadas (dCAPS, por sus siglas en 
inglés: derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) con el objetivo de detectar 
sustituciones en la prolina 106 del gen epsps en cada planta. Este ensayo permite detectar el 
cambio de un nucleótido en una posición particular, mediante la amplificación con 
oligonucleótidos que introducen un sitio de corte para una enzima de restricción basados en la 
secuencia salvaje (o wild-type, wt). Si existe un polimorfismo nucleotídico, el sitio de 
restricción no se genera y el patrón de digestión es diferente. 
 La PCR y la digestión fueron llevadas a cabo como se describe en Chatham et al. 
(2015). El oligonucleótido directo fue EPSdcapsF1 (5’-ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-
3’), mientras que el reverso fue modificado para generar especificidad por poblaciones locales 
del género Amaranthus (EPSdcapsR1: 5’-TCCAGCAACGGCAACCGCAGCTGTCCATG-3’). Las 
digestiones fueron realizadas a 37 ºC durante toda la noche, utilizando la enzima de 
restricción NcoI (Promega), que reconoce y corta específicamente la secuencia C^CATGG 
presente en la secuencia de tipo salvaje. Las bandas de ADN fueron visualizadas en geles de 
agarosa al 2% teñidos con SYBR safe (Invitrogen
®
). Muestras de ADN previamente 
secuenciadas fueron incluidas como controles para validar la fidelidad del test. La secuencia 
salvaje produce una única banda digerida de 156 pb, mientras que una mutación puntual en el 
tercer nucleótido codificante de la P106 produce la pérdida del sitio de restricción y la 
visualización de una única banda no digerida de 181 pb. Así, aquellas plantas que mostraron 
sólo la banda no digerida de 181 pb o ambas bandas fueron clasificadas como homocigotas y 
heterocigotas para sustituciones en la P106, respectivamente. 
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2.2.4.2 Secuenciación parcial del gen epsps 
 
 Las muestras de ADN genómico obtenidas en la sección anterior fueron utilizadas 
como molde para la amplificación de un segmento conservado de 195 pb correspondientes al 
3er exón del gen epsps, el cual contiene al codón codificante de la P106. Los oligonucleótidos 
utilizados fueron EPSfwGa (5’-ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-3’) y EPSrvGa (5’-
TGAATTTCCTCCAGCAACGGCAA-3’) y el protocolo de amplificación fue descripto 
previamente por Gaines et al. (2010). Una secuencia de ADN copia (ADNc) de A. palmeri 
obtenida del Gen Bank (FJ861243.1) fue utilizada como referencia para los alineamientos, 
que fueron conducidos tal cual se describe en la sección 2.2.3.3. 
 
2.2.4.3 Número relativo de copias del gen epsps 
 
 La amplificación en el número de copias del gen epsps fue estudiada mediante PCR 
cuantitativa en tiempo real (real-time qPCR). Se utilizaron los oligonucleótidos Egf (5’-
ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-3’) y Egr (5’-TGAATTTCCTCCAGCAACGGCAA-3’) 
previamente diseñados por Gaines et al. (2010) para amplificar un fragmento génico de 195 
pb. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 13 μL, conteniendo oligonucleótidos 
en una concentración de 200 nM, 1X de Mezcla real (Realmix, Biodynamics) y 50 ng de cada 
ADN genómico obtenido en 2.2.4.1. Cada muestra biológica fue procesada por triplicado. Las 
amplificaciones se realizaron en un termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen) programado de la 
siguiente manera: 2 min a 95 ºC; 40 ciclos de: 15 seg a 95 ºC, 30 seg a 58 ºC y 30 seg a 72 ºC. 
Al final del ciclado, la especificidad en la amplificación de los productos fue chequeada 
mediante la construcción de curvas de fusión (86 ciclos de 10 seg variando la temperatura 
entre 72 y 95 ºC, con un incremento de 0,5 ºC a partir del 2º ciclo). La eficiencia de la 
amplificación fue calculada independientemente en cada reacción y fue considerada para el 
procesamiento de los datos. Las cuantificaciones comparativas de los valores Ct (definido 
como el ciclo umbral al partir del cual la señal de fluorescencia se incremente por encima del 
ruido durante la fase exponencial de la reacción de PCR) fueron hechas con el software REST 
(Relative Expression Software Tool V 2.0.7 for Rotor Gene, Corbett Life Sciences) (Pfaffl et 
al., 2002), utilizando al gen als como control de bajo número de copias con herencia 
monogénica en otras especies de Amaranthus (Trucco et al., 2005). Los resultados se 
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expresaron como el número de veces en el que las copias del gen epsps están incrementadas 
en las plantas resistentes respecto de las susceptibles. Las diferencias estadísticamente 
significativas fueron estimadas a través del test de aleatorización provisto por el software 
REST.  
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
2.3.1 Resistencia a inhibidores de la ALS 
 
2.3.1.1 Ensayos dosis-respuesta in vivo 
 
 Con el objetivo de confirmar y cuantificar la sospechada resistencia de la población R 
a inhibidores de la ALS, se llevaron a cabo ensayos dosis-repuesta in vivo.Los porcentajes de 
supervivencia y biomasa remanente fueron sustancialmente más elevados en la población R 
que en la población r (control susceptible). En la Figura 2 puede observarse que ambas 
variables se mantuvieron, en general, por encima del 60% para la población R, inclusive a las 
dosis más elevadas de los herbicidas aplicados (32X). Los ensayos de dosis-respuesta 
muestran, así, que la población R es altamente resistente a los tres herbicidas ensayados 
(imazetapir, clorimurón-etil y diclosulam). Como puede observarse en la Tabla 3, los factores 
de resistencia (FR) resultaron más elevados para imazetapir y diclosulam, rondando las 10 
unidades para clorimurón-etil, lo cual podría justificarse por una sensibilidad reducida de la 
población r a este herbicida (Figura 2B y 2E). 
 Los resultados de esta sección permiten confirmar que la población R presenta 
resistencia cruzada a tres herbicidas inhibidores de la ALS pertenecientes a diferentes familias 
químicas: imidazolinonas (IMI) para el caso del imazetapir, triazolopirimidinas (TP) para el 
caso de diclosulam y sulfonilureas (SU) para el caso del clorimurón-etil. 
 Interesantemente, la población R mostró valores de biomasa significativamente 
superiores a la población r en ausencia de tratamiento con herbicidas (200% más), lo cual no 
daría indicios de que exista un costo asociado a la resistencia, sino más bien lo contrario. No 
obstante, al tratarse de biotipos de orígenes tan distantes no es posible pensar en un 
background genético común, condición que resulta indispensable para evaluar penalidades en 
el ajuste adaptativo o aptitud de una población (Vila-Aiub et al., 2015). En otras palabras, la 
diferencia en la producción de biomasa observada entre los controles de las poblaciones R y r 
podría ser consecuencia de una diferente tasa de crecimiento vegetativo entre los dos biotipos 
bajo las condiciones de crecimiento utilizadas, no necesariamente vinculada al factor de 
resistencia sino a un vagaje genético (e incluso, epigenético) diferente. Futuros estudios serán 
necesarios para establecer si existe o no un costo asociado a la resistencia en la población R. 
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Tabla 3. Parámetros de las curvas dosis-respuesta. Las valores de GR50 (inhibición del 
crecimiento media) y DL50 (dosis letal media) están expresados en g i.a./ha. Los factores de 
resistencia (FR) representan el cociente entre los parámetros de GR50 y DL50 de las 
poblaciones R y r. R
2
 representa el coeficiente de determinación del ajuste utilizado. Las letras 
en superíndice indican diferencias estadísticamente significativas para cada herbicida entre las 
poblaciones ensayadas. 
  Peso seco Supervivencia 
Herbicida Población GR50 FR R
2
 DL50 FR R
2
 
Imazetapir R  2996 ± 206,0
 a
 >788 0,99 2288 ± 135
 a
 211 0,98 
 r  3,8 ± 0,6 
b
  0,96 10,82 ± 2,82
 b
  0,97 
Clorimurón-etil R >800 >9,3  >800 >11  
 r 86,2 ± 12,5  0,99 73 ± 17  0,98 
Diclosulam R 4397 ± 3214
 a
 600 0,99 >960 >78  
 r 7,32 ± 0,82
 b
  0,96 12,2 ± 1,5  0,97 
 
  
 
CAPÍTULO 1   |    53 
 
  
Figura 2. Curvas dosis-respuesta in vivo con inhibidores de la ALS en A. palmeri. Los resultados 
se expresan como porcentaje de supervivencia (A-C) y peso seco (D-F) relativo a los controles no 
tratados. En algunos casos (B, C y E) las dosis del herbicida aplicado no provocaron una reducción 
sustancial de las variables en estudio, lo cual imposibilitó el ajuste de los datos a la curva 
paramétrica. Las flechas sobre el eje x indican la dosis aplicada a campo (1X) de cada principio 
activo. 
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2.3.1.2 Ensayos de actividad enzimática in vitro 
 
En lo que respecta a la medición de actividad ALS in vitro, la selección en placa 
resultó en un método rápido y sencillo para descartar plantas segregantes del biotipo R 
resistente (Figura 3). Aquellas plántulas que mostraron un retardo en el crecimiento y una 
pérdida de pigmentación no fueron utilizadas para la obtención de extractos crudos y posterior 
medición de actividad. Inicialmente, es interesante resaltar que no hubo diferencias 
significativas en los niveles de actividad ALS entre las poblaciones R y r en ausencia de 
herbicidas. La actividad específica de los controles sin tratamiento se encontró en el rango de 
0,02-0,04 U/mg, similar a los valores reportados para extractos crudos de otras especies 
(Forlani et al., 1991; Durner et al., 1991). Sobre la base de los valores de I50 obtenidos (Tabla 
4) obtenidos a partir de las curvas de inhibición enzimática (Figura 4), se puede afirmar que la 
población R tiene una isoforma de la enzima ALS con una sensibilidad reducida a los tres 
herbicidas testeados, comparado con la población r. De acuerdo a los FR, estos niveles son 
altos para imazetapir (36,68 veces), moderados para clorimurón-etil (6,53 veces) y bajos pero 
significativos para diclosulam (2,27 veces). Estos resultados sientan una evidencia importante 
para fortalecer la hipótesis sobre la presencia de mecanismos de resistencia asociados al sitio 
de acción en esta población. 
 
Tabla 4. Parámetros de las curvas de actividad ALS. El I50 (inhibición 
de la actividad enzimática media) se expresa en μM. Los factores de 
resistencia (FR) representan el cociente entre los valores de I50 de las 
poblaciones R y r. Las letras en superíndice indican diferencias 
estadísticamente significativas para cada herbicida entre las 
poblaciones ensayadas. 
  Parámetros  
Herbicida Población I50 FR R
2
 
Imazetapir R 17,50 ± 9,09 
a
 33,68 0,95 
 r 0,5196 ± 0,3418 
b
  0,97 
Clorimurón-etil R 0,0098 ± 0,0020 
a
 6,53 0,98 
 r 0,0015 ± 0,0004 
b
  0,99 
Diclosulam R 0,0136 ± 0,0032 
a
 2,27 0,98 
 r 0,0060 ± 0,0006 
b
  0,98 
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Figura 3. Germinación y selección en placa de plantas resistentes de la población R. Las semillas 
fueron sembradas en medios no selectivos y selectivos (imagen superior e inferior, 
respectivamente). Las plantas sobrevivientes fueron trasplantadas a macetas y utilizadas para 
ensayos de actividad ALS. 
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Figura 4. Curvas de actividad enzimática in vitro con inhibidores de la ALS sobre extractos crudos 
de hoja de A. palmeri. Los resultados se expresan en porcentaje de actividad residual relativa a los 
controles no tratados, para las poblaciones R y r en presencia de imazetapir (A), clorimurón-etil (B) 
y diclosulam (C). 
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2.3.1.3 Mecanismos moleculares de la resistencia a inhibidores de la ALS 
 
 El estudio de las secuencias de clones individuales permitió un análisis comparativo 
entre la variabilidad de los alelos als presentes en las poblaciones R y r. Todas las secuencias 
ALS de la población r presentaron una identidad aminoacídica del 100%, mientras que las 
secuencias de la población R presentaron polimorfismos nucleotídicos que se tradujeron en 
sustituciones a nivel proteína. Todas las sustituciones encontradas en el marco abierto de 
lectura se encuentran listadas en la Tabla 5, así como también los números de acceso para las 
secuencias completas cargadas en las bases de datos del NCBI. Se encontraron cuatro 
versiones alélicas para el gen als dentro de la población resistente. A pesar de haber trabajado 
con muestras de ADN genómico provenientes de varias plantas, esta variabilidad resulta 
bastante elevada, sobre todo si se considera que A. palmeri es una especie diploide con una 
sola copia del gen als (Ferguson et al., 2001). Sin embargo, este hecho podría estar explicado 
por diversos factores tales como la alta presión de selección ejercida por el control químico, la 
naturaleza de polinización cruzada obligada de esta especie y la gran cantidad de mutaciones 
capaces de conferir resistencia a inhibidores ALS dentro del gen en estudio (McCourt et al., 
2006).  
 En la población R, el reemplazo de un triptófano por una leucina en la posición 574 de 
la cadena polipeptídica fue encontrado en dos de los clones (R1 y R2, Figura 5B). Debido a la 
adopción más tardía de los herbicidas de la familia de las TP (triazolopirimidinas), esta 
sustitución ha sido frecuentemente asociada a la resistencia a IMI y SU (Tranel y Wright, 
2002), aunque actualmente se la conoce como una sustitución que confiere resistencia de 
amplio espectro a todas las familias de herbicidas inhibidores de la ALS (Beckie y Tardif, 
2012). Así, esta mutación podría por sí misma explicar la resistencia cruzada observada en la 
población R. 
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Tabla 5. Diferencias de aminoácidos detectadas en el marco abierto de lectura 
de la ALS de A. palmeri resistente (R) respecto al control susceptible (r).  Las 
mutaciones previamente reportadas se encuentran resaltadas en negrita. Los 
amino ácidos están numerados de acuerdo a la secuencia ALS de A. thaliana, 
a excepción de la A282D, que fue numerada de acuerdo a Amaranthus 
retroflexus ya que cae en una región ausente en la secuencia de A. thaliana. 
Población Versión alélica (y 
frecuencia) 
Sustitución ALS Número de Acceso 
(GenBank) 
r A (8/8) – KY781916 
R A (1/8) –  
B (5/8) A282D KY781917 
C (1/8) W574L KY781918 
D (1/8) W574L – M601I KY781919 
  
Tardif et al. (2006) encontraron que la sustitución W574L provocaba efectos 
pleiotrópicos en el crecimiento y desarrollo de plantas de la especie A. powellii. Sin embargo, 
la ausencia de una reducción en la biomasa o en la actividad ALS en las plantas R respecto de 
la plantas r en ausencia de herbicidas, no brindó ningún indicio para sospechar de algún costo 
en la aptitud de la población en estudio asociado a la resistencia. Aún así, como se mencionó 
anteriormente, es necesario un enfoque metodológico más complejo para asociar un costo a 
una resistencia de manera inequívoca (Vila-Aiub et al., 2009).  
Dos sustituciones no reportadas previamente fueron encontradas fuera de los dominios 
conservados de la ALS de la población R (Sibony et al., 2001). Una de ellas, la sustitución 
A282D, fue encontrada en una alta frecuencia (5/8 clones, Tabla 5), pero la misma se localiza 
dentro de una región poco conservada, cercana a un fragmento ausente en la secuencia de 
referencia de A. thaliana (clon R3, Figura 5A). Por otro lado, la sustitución M601I apreció en 
uno de los clones, acompañada de la sustitución W574L (clon R2, Figura 5C). A pesar de que 
es probable que estos cambios representen simplemente una variación genética natural, no se 
puede descartar algún tipo de contribución de las mismas al fenotipo de resistencia observado. 
La caracterización in vivo de líneas homocigotas purificadas conteniendo cada una de las 
sustituciones encontradas por separado, permitiría dilucidar si las sustituciones A282D y 
M601I encontradas efectivamente contribuyen en algún grado a la resistencia.  
Estos resultados moleculares muestran, por primera vez, la presencia de un mecanismo 
de resistencia a inhibidores ALS asociado al sitio de acción en una población de A. palmeri 
detectada en Argentina recientemente.  
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Figura 5. Apilamiento consenso de nucleótidos y de aminoácidos entre las secuencias de las 
poblaciones R y r de A. palmeri. Las sustituciones encontradas en la población R fueron las 
siguientes: D282A (A), W574L (B) y M601I (C). Sólo la sustitución en la posición 574 cae dentro 
de los dominios conservados de la acetolactato sintasa (D).  
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2.3.2 Resistencia a glifosato 
 
2.3.2.1 Ensayos dosis-respuesta in vivo 
 
Las curvas de dosis-respuesta indican que tanto la biomasa seca como la tasa de 
supervivencia en las poblaciones r y R son significativamente mayores que para la población 
S cuando las plantas son expuestas a dosis crecientes de glifosato (Figura 6). Las dosis de 
glifosato utilizadas permitieron un buen ajuste de las curvas (Ver valores de R
2
 en Tabla 6). 
Los factores de resistencia, calculados como los cocientes entre los GR50 y DL50 de las 
poblaciones resistentes y la población susceptible, variaron entre 24,5 y 47,2 para biomasa 
seca y entre 28,0 y 116,9 para supervivencia (Tabla 6), indicando altos niveles de resistencia a 
glifosato en estas poblaciones (FR>10, según criterio consensuado por la Weed Science 
Society of America). Sin embargo, es importante resaltar que la población S fue 
marcadamente susceptible a glifosato (DL50= 10,6 y GR50= 28,3, Tabla 6), produciendo así 
altos FR que podrían estar sobrestimando los niveles de resistencia de las poblaciones r y R. 
Las población R resultó significativamente más resistente que la población r (p-value<0.001). 
Estos resultados confirman la sospechada resistencia a glifosato en estas poblaciones. 
 
 
Figura 6. Curvas dosis-respuesta con glifosato en las poblaciones de A. palmeri. Las plantas de las 
poblaciones S, r y R fueron sometidas a la aplicación de dosis crecientes de glifosato. Los 
resultados se expresan como porcentaje de biomasa seca (A) y supervivencia (B) respecto de los 
grupos controles no tratados. 
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Tabla 6. Parámetros de las curvas de dosis-respuesta. Las valores de GR50 (inhibición del 
crecimiento media) y DL50 (dosis letal media) están expresados en g i.a./ha. Los factores de 
resistencia (FR) representan el cociente entre los parámetros de GR50 y DL50 de las poblaciones R 
y r respecto de la población S. R
2
 representa el coeficiente de determinación del ajuste utilizado. 
Las letras en superíndice indican diferencias estadísticamente significativas entre las poblaciones 
ensayadas.  
 Supervivencia Peso seco 
Población DL50 FR     R
2
 GR50  FR     R
2
 
S 10,6 ± 2,7
 a
   0,99 28,3  ±  5,1
a
  0,99 
r 297,0  ± 38,9
 b
 28,0  0,98 694,1  ±  10,0
b
 24,5  0,99 
R  1239,3  ± 172,4
c
 116,9  0,96  1336,8  ± 171,1
c
 47,2  0,97 
 
 
2.3.2.2 Mecanismos moleculares de la resistencia a glifosato 
 
En lo que respecta al estudio de los mecanismos moleculares causantes de la 
resistencia a glifosato, se abordaron los dos mecanismos de RT mayoritariamente reportados 
para especies del género. Como se muestra en la Tabla 7, se estudió la prevalencia de la 
sustitución P106S y la amplificación del gen epsps en cada población mediante las técnica 
dCAPS y qPCR, respectivamente.  
La sustitución P106S estuvo presente en todas las plantas analizadas de las 
poblaciones r y R. El ensayo de dCAPS indicó que todas las plantas de la población r eran 
homocigotas para la sustitución P106S, mientras que en la población R algunas resultaron 
homocigotas y otras heterocigotas (Tabla 7). En el gel de agarosa mostrado en la Figura 7 se 
pueden observar los diferentes patrones de digestión obtenidos en la población R. Estos 
resultados fueron confirmados por secuenciación, como puede observarse en la Figura 8. Las 
secuencias parciales del gen epsps fueron depositadas en el GenBank bajo los números de 
acceso MK069608 (S106) y MK069609 (P106).  
Resulta interesante resaltar que algunas plantas de la población R, además de la 
P106S, presentaron simultáneamente una amplificación génica leve pero significativa (Figura 
9, Tabla 7). No hay indicios para sospechar de la presencia de mecanismos de resistencia 
desconocidos en estas especies, aunque no puede descartarse la presencia de mecanismos no 
asociados al sitio de acción, como ha sido recientemente reportado para poblaciones de A. 
palmeri en México (Dominguez-Valenzuela et al., 2017). 
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Figura 7. Ensayo dCAPS desarrollado para sustituciones en la P106 de la EPSPS de A palmeri. 
ADNs control de muestras secuenciadas de A. palmeri fueron incluidos para validar la fidelidad del 
test: heterocigotas para la sustitución P106S (a), homocigotas para la sustitución P106S (b) y 
homocigotas wild-type (c). ND: Muestra no digerida; D: Muestra digerida. La secuencia salvaje 
(wt) produce una banda única digerida de 156 pb, mientras que la mutante en la posición 106 es 
insensible a la digestión y produce una banda no digerida de 181 pb. Las muestras 1 y 3 de la 
población R resultaron homocigotas para la sustitución, mientras que las muestras 2, 4, 5 y 6 
resultaron heterocigotas para la misma. 
 
 
Tabla 7. Mecanismos moleculares de la RG. La sustitución P106S 
fue detectada en todas las plantas de las poblaciones r y R de A. 
plameri, mientras que sólo dos plantas de la población R presentaron 
un aumento significativo en el número relativo de copias del gen 
epsps (marcados con *). P y S indican un residuo de Prolina o de 
Serina en la posición 106 de la EPSPS, respectivamente. 
Población Planta dCAPS Nº relativo de copias epsps 
S  1 PP 1.0 
S  2 PP 1.0 
S  3 PP 1.0 
S  4 PP 1.0 
S 5 PP 1.0 
S 6 PP 1.0 
r  1 SS 1.8 
r  2 SS 1.0 
r  3 SS 1.4 
r  4 SS 1.2 
r  5 SS 1.4 
r  6 SS 1.1 
R 1 SS 1.8 
R 2 PS 1.1 
R  3 SS 1.6 
R  4 PS   2.9* 
R 5 PS 1.0 
R  6 PS   3.4* 
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias parciales del gen epsps. A: El análisis de las secuencias 
permitió la detección de polimorfismos en la región cercana al aminoácido 106 de la EPSPS 
(numerado de acuerdo a Zea mayz). Se detectó la sustitución P106S en todas las plantas de las 
poblaciones r y R. B: Los cromatogramas muestran que las plantas de la población r resultaron 
homocigotas para la sustitución, mientras que algunas plantas de la población R (como la planta 2) 
resultaron heterocigotas, lo cual es consistente con los resultados observados mediante la técnica 
dCAPS. 
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Figura 9. Estudio del mecanismo de amplificación del gen epsps. El número relativo de copias del 
gen epsps fue determinado por PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados fueron 
normalizados utilizando las determinaciones de las muestras S como referencia. Las barras 
verticales representan el error estándar de la media. *Indica diferencias estadísticamente 
significativas según el test de aleatorización del software REST. 
 
 Estos resultados representan la primera caracterización de la resistencia a glifosato en 
poblaciones de A. palmeri de Argentina, y el segundo caso de reporte de la sustitución P106S 
en esta especie en todo el mundo (Dominguez-Valenzuela et al., 2017). Adicionalmente, estos 
resultados complementan la caracterización de la resistencia a inhibidores de la ALS en la 
población R, oriunda de la localidad de Vicuña Mackenna. En este contexto, es importante 
mencionar que la resistencia múltiple a glifosato y a herbicidas inhibidores de la ALS se ha 
expandido fuertemente en toda la región Pampeana, limitando las estrategias de control 
químico a la rotación y/o mezcla de herbicidas con unos pocos sitios de acción adicionales, 
como los son los inhibidores de la PPO, del Fotosistema II y las auxinas sintéticas (REM, 
2019; Lloret, 2016; Chahal et al., 2015). La integración de prácticas de control no químicas a 
los programas de manejo de malezas es una necesidad emergente en los sistemas de 
producción agropecuaria locales, especialmente si se pretende disminuir la tasa de evolución 
de malezas resistentes a herbicidas y evitar el surgimiento de nuevos mecanismos de 
resistencia. 
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2.4 CONCLUSIONES 
 
 A través de la metodología aplicada, fue posible confirmar la resistencia a glifosato en 
una población de A. palmeri (r) y la resistencia cruzada y múltiple a inhibidores de la ALS de 
tres familias químicas y a glifosato en otra población de A. palmeri (R). Estos estudios 
comprenden el primer reporte de mecanismos de resistencia asociados al sitio de acción para 
esta especie en Argentina. Producto de esta investigación, se encontró que la población R de 
la localidad de Vicuña Mackenna presenta la previamente reportada sustitución W574L en la 
secuencia de la ALS, causante de altos niveles de resistencia a todas las familias de 
inhibidores de dicha enzima. Adicionalmente, tanto la población R de Vicuña Mackenna 
como la población r de Tucumán, fueron caracterizadas en la resistencia a glifosato, 
detectando una alta prevalencia de la sustitución P106S. Algunas plantas de la población R 
presentaron, simultáneamente, una amplificación baja pero significativa en el número relativo 
de copias del gen epsps, sugiriendo que éste podría ser un mecanismo emergente en dicha 
población y podría agravar el problema de la resistencia a gliosato en el corto plazo. Los 
resultados obtenidos permitieron confirmar la hipótesis de trabajo planteada en 2.1. 
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                 Planta de Amaranthus hybridus resistente a glifosato                                                                                                          
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Los resultados descriptos a continuación fueron producto de la colaboración con otros 
miembros del laboratorio de Biología Molecular de la FCA-UNR y con miembros del grupo 
de la Cátedra de Malezas de la FCA-UNR. Mis agradecimientos para ellos. En especial, a la 
Dra. y Profesora Valeria Perotti, a las Lic. Valeria Palmieri, Andrea Martinatto y Florencia 
Lorenzetti, y a los Profesores Daniel Tuesca y Hugo Permingeat, coautores de los trabajos 
publicados producto de estos avances. 
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CAPÍTULO 2 
 
ESTUDIO DE LAS BASES BIOQUÍMICAS DE LA RESISTENCIA A INHIBIDORES 
DE LA ALS Y GLIFOSATO EN POBLACIONES DE Amaranthus hybridus DE 
ARGENTINA 
 
3.1 INTRODUCCIÓN 
 
Como ya se ha descripto en detalle anteriormente, la evolución de la resistencia a 
herbicidas en malezas representa uno de los problemas más desafiantes que enfrenta la 
agricultura actualmente. A pesar de ser ampliamente aceptado que la presión de selección es  
el desencadenante de este fenómeno desafortunado (Shaner 2014), el control químico 
continúa siendo la práctica más utilizada para el manejo de malezas.  
Amaranthus hybridus L. es una especie de maleza latifoliada nativa de Sudamérica y es 
actualmente la más problemática en Argentina (REM, 2019). El primer caso de resistencia a 
nivel mundial en esta especie fue reportado en 1972, al herbicida atrazina (Heap, 2019). 
Actualmente, esta especie se ha vuelto resistente a herbicidas con 6 sitios de acción diferentes, 
y numerosas poblaciones presentando resistencia múltiple han sido caracterizadas (Heap, 
2019). A pesar de que los mecanismos de RG han sido descriptos en varias especies de este 
género, hasta ahora, los mecanismos por los cuales A. hybridus se ha vuelto resistente a 
glifosato son completamente desconocidos. En cambio, algunos de los mecanismos de 
resistencia a inhibidores de la ALS han sido bien caracterizados en esta especie. Ciertas 
sustituciones en esta enzima, como la A122T, D376E, W574L y S653N, han sido reportadas 
en poblaciones de A. hybridus con resistencia a herbicidas del grupo B (Berger at al., 2016; 
Maertens et al., 2004; Trucco et al., 2006; Whaley et al., 2006; Whaley et al., 2007). A pesar 
de que el primer caso de resistencia a inhibidores ALS en A. hybridus fue detectado en 
Argentina en 1996 (Tuesca y Nisensohn, 2001), más de 20 años después aún no existen 
reportes de los mecanismos que otorgan resistencia en las poblaciones locales. 
En este capítulo, se pretende identificar los mecanismos moleculares que subyacen a la 
resistencia a inhibidores de la ALS y a glifosato en poblaciones de A. hybridus colectadas en 
los últimos 15 años en Argentina.  
 
  
 
CAPÍTULO 2   |    69 
 
Objetivo 
 
 Examinar las bases moleculares de la resistencia cruzada a herbicidas inhibidores de la 
ALS en cinco poblaciones de Amaranthus hybridus de la región pampeana colectadas en el 
período 2001-2014, e identificar los mecanismos que causan una inusualmente elevada 
resistencia a glifosato en una de ellas. 
 
Hipótesis de trabajo 
 
  Las poblaciones de Amaranthus hybridus colectadas en Argentina entre el 2001 y el 
2014 presentan mecanismos de resistencia asociados al sitio de acción que explican la 
resistencia cruzada a inhibidores de la ALS de diferentes familias químicas y también la 
resistencia múltiple a estos herbicidas y a glifosato en una de ellas. 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.2.1 Recolección del material vegetal y tratamiento con herbicidas 
 
 Las semillas de A. hybridus utilizadas en estos estudios fueron colectadas entre el 2001 
y el 2014 en siete localidades diferentes donde se detectaron repetidas fallas en el control 
químico con las dosis recomendadas de imazetapir y/o clorimurón-etil (inhibidores de la 
ALS), así como de un campo libre de aplicación de herbicidas para utilizar como control 
susceptible. El muestreo consistió en la toma de inflorescencias de 50 plantas por campo y su 
combinación para obtener una muestra representativa. Las subpoblaciones se nombraron de 
acuerdo a la localidad donde fueron cosechadas, como muestra la tabla 8. Estudios previos 
confirmaron que la población de S-ZA es sensible a los herbicidas inhibidores de ALS y que 
las poblaciones R-PI y R-BA presentan resistencia cruzada a más de una familia de herbicidas 
inhibidores de la ALS (Romagnoli et al., 2013; Tuesca y Nisensohn, 2001). La resistencia a 
imazetapir y clorimurón-etil de las poblaciones restantes (R-VM, R-CA y R-AL) fue 
confirmada por dos aplicaciones repetidas con dosis 1X sobre 25 plantas. Las poblaciones se 
clasificaron como resistentes cuando la tasa de supervivencia fue > 50% y como susceptibles 
cuando la tasa de supervivencia fue <10%, siguiendo el criterio de Yu et al. (2012).  
 
Tabla 8. Poblaciones de Amaranthus hybridus estudiadas. Las poblaciones S-ZA y S-
HU fueron utilizadas como controles susceptibles para los ensayos de resistencia a 
inhibidores de la ALS y a glifosato, respectivamente. 
Población Localidad Coordenadas R ALS? R glifosato? 
S-ZA Zavalla 33º00’ S 60º53’ O No ¿? 
S-HU Huanchilla 33°39' S 63°38' O ¿? No 
R-PI Pueblo Italiano 33º53’ S 62º50’ O Sí ¿? 
R-BA Baldissera 33º07’ S 62º19’ O Sí ¿? 
R-VM Vicuña Mackenna 33°54’ S 64°23’ O Sí ¿? 
R-CA Canals 33°33’ S 62°53’ O Sí Sí 
R-AL Aldao 30°58’ S 61°44’ O Sí ¿? 
 
 Adicionalmente, se sospechaba de una fuerte resistencia al herbicida glifosato en la 
población R-CA, por lo cual se realizó una confirmación y caracterización in vivo de dicha 
resistencia mediante curvas de dosis-respuesta, utilizando como control susceptible a una 
población de A. hybridus de la localidad de Huanchilla (S-HU). La metodología aplicada para 
los ensayos de dosis-respuesta fue descripta en la sección 2.2.2. 
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La progenie de cada población aplicada se creció en cámara de cultivo a 25 ºC y un 
fotoperíodo de 16 h a una intensidad lumínica de 400 μmol/m2s hasta alcanzar un estadio de 
4-6 hojas. Luego, se extrajo ADN genómico a partir del tejido foliar de un número 
determinado de plantas, según lo indicado en cada uno de los experimentos detallados en las 
secciones siguientes. Para el caso del estudio de la resistencia a glifosato, todos los ensayos (a 
excepción de la curva dosis-respuesta y la estimación de frecuencia genotípica) se llevaron a 
cabo sobre ocho plantas provenientes de la autopolinización de una planta R-CA 
sobreviviente a una dosis 1X de glifosato, que fueron llamadas plantas R-CA1. 
 
3.2.2 Mecanismos moleculares de la resistencia a inhibidores de la ALS 
 
 3.2.2.1 Clonado y secuenciación del gen als 
  
La metodología aplicada fue idéntica a la descripta para A. palmeri en la sección 
2.2.3.2 del capítulo 1.  En este caso, se secuenciaron cuatro plásmidos conteniendo versiones 
alélicas del gen als para cada población y los resultados fueron analizados en el software 
bioinformático Unipro Ugene, de acuerdo a lo descripto en la sección 2.2.3.3. 
 
3.2.3 Estudio de la resistencia a glifosato 
 
3.2.3.1 Ensayo de acumulación de shikimato 
 
 Inicialmente, se cortaron diez discos de 4 mm de diámetro de hojas jóvenes de ocho 
plantas S-HU y ocho plantas R-CA1. Éstos fueron depositados en frascos de vidrio de 20 mL 
(viales) conteniendo 1 mL de una solución de fosfato monobásico de amonio 10 mM pH 4,4 y 
0,1% v/v de Tween 80, de acuerdo al protocolo descripto por Shaner et al. (2005). Un 
volumen de 10 μL de una solución de glifosato fue agregado de manera de lograr 
concentraciones finales de 200, 400 y 800 µM, mientras que a los viales control se les agregó 
un volumen equivalente de agua destilada. Los viales fueron tapados y transferidos a una 
cámara de cultivo donde se incubaron en luz (150 μmol/m2s) durante 16 hs. Luego de dicha 
incubación, se adicionaron 250 µL de HCl 1,25 M y los viales se congelaron hasta la 
medición de ácido shikímico. Los niveles de shikimato fueron determinados 
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espectrofotométricamente según lo descripto por Cromartie y Polge (2000). La absorbancia de 
midió a 380 nm en un espectrofotómetro PerkinElmer Lambda Bio+ y los valores fueron 
convertidos a ng de ácido shikímico por g de peso fresco utilizando una curva estándar de 
shikimato de Sigma-Aldrich. Se realizaron triplicados técnicos para cada tratamiento y el 
experimento fue repetido dos veces. Los valores obtenidos fueron sometidos a un análisis de 
la variancia (ANOVA) unifactorial en el software Sigma-Plot y las diferencias 
estadísticamente significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con un nivel de 
significancia del 5% (α = 0.05). 
 
3.2.3.2 Secuenciación parcial del gen epsps 
Se extrajo ADN genómico de ocho plantas S-HU y ocho plantas R-CA1, se amplificó 
y se secuenció un fragmento del gen epsps, según lo descripto en la secciones 2.2.4.1 y 
2.2.4.2. Las secuencias fueron analizadas con el software bioinformático Unipro Ugene, 
según lo descripto en la sección 2.2.3.3. 
 
3.2.3.3 Búsqueda de sustituciones en la Prolina 106 
Con el objetivo de determinar la cigosis de posibles mutaciones causantes de 
sustituciones en la P106 se aplicó la técnica de dCAPS sobre muestras de ADN genómico de 
ocho plantas S-HU y ocho plantas R-CA1, aplicando la metodología descripta en la sección 
2.2.4.1.  
 
3.2.3.4 Número relativo de copias del gen epsps 
El número relativo de copias del gen epsps en la población R-CA1 respecto de la 
población R-HU fue estudiado mediante PCR cuantitativa en tiempo real, según el protocolo 
descripto en la sección 2.2.4.3.  
 
3.2.3.5 Extracción de ARN y síntesis de ADN copia 
 
Se extrajo ARN de hojas jóvenes de ocho plantas S-HU y ocho plantas R-CA1 
utilizando el kit comercial Plant Total RNA (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del 
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manual. Se agregó un paso adicional de tratamiento con DNasa (desoxirribonuecleasa) que 
consistió en el agregado de una unidad enzimática por reacción durante 20 minutos a 25 ºC. 
El ARN obtenido fue disuelto en agua destilada estéril y fue cuantificado utilizando un 
espectrofotómetro PerkinElmer Lambda Bio+. Su integridad y calidad fue chequeada 
adicionalmente por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Finalmente, se realizó la síntesis 
del ADN copia (ADNc) a 42 ºC durante 1 hora en un volumen de reacción de 25 µL 
conteniendo 0,25 µg de ARN molde, 200 pmol de oligo(dT) (Biodynamics) y 200 U de la 
transcriptasa reversa M-MLV de Promega. 
 
3.2.2.6 Estudio de los niveles de expresión del gen epsps 
 
Se utilizó la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real para estudiar los niveles de 
expresión del gen epsps con respecto a un gen de referencia, en este caso el gen als. Se 
utilizaron los oligonucleótidos Af (5′-GCTGCTGAAGGCTACGCT-3′) y Ar (5′- 
GCGGGACTGAGTCAAGAAGTG-3′) (que amplifican un producto de 118 pb). Las 
reacciones fueron preparadas en un volumen final de 13 μL, conteniendo 200 nM de los 
oligonucleótidos específicos, 1X de RealMix qPCR de Biodynamics y 0,5 μL de ADNc. Al 
menos tres réplicas biológicas fueron procesadas por triplicado técnico. El protocolo de 
amplificación y el análisis de los resultados fueron conducidos como se describe en la sección 
2.2.4.3. Las medidas de cuantificación relativa fueron utilizadas para expresar los resultados 
como el número de veces en que la expresión del gen epsps se vio modificada.  
 
3.2.2.7 Extracción de ADN genómico de semilla única 
 
Se desarrolló un protocolo para la extracción de ADN genómico de semillas de 
especies de Amaranthus. El mismo consistió en la hidratación de las semillas en agua 
destilada durante una noche a temperatura ambiente, seguida de la disrupción mecánica con 
pilón plástico de semillas individuales posicionadas en el fondo de tubos plásticos de 2 mL. 
Los pasos siguientes consistieron en una versión modificada y acortada del protocolo de 
extracción con buffer CTAB: 
- Adición de 400 μL de buffer CTAB. Agitación en vórtex durante 3 segundos. 
- Incubación a 55 ºC durante 15 minutos. 
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- Centrifugación a 3000 g durante 1 minuto. 
- Adición de 400 μL de cloroformo. Agitación en vórtex durante 5 segundos. 
- Centrifugación a 12000 g durante 5 minutos. 
- Transferencia de 300 μL de la fase superior a un tubo conteniendo 300 uL de isopropanol. 
Mezclado por inversión. 
- Incubación a -20 ºC durante 20 minutos. 
- Centrifugación a 12000 g durante 10 minutos. Descarte del sobrenadante. 
- Adición del 300 μL de etanol 70% v/v. 
- Centrifugación a 12000 g durante 5 minutos. Descarte del sobrenadante. 
Este protocolo no requiere la utilización de nitrógeno liquido ni de centrífuga refrigerada. 
 
3.2.2.8 Análisis de alta resolución de curvas de fusión 
  
Se realizó un estudio de la frecuencia de aparición de una triple sustitución en la 
EPSPS de la población R-CA (T102I + A103V + P106S, a la cual se denominó TAP-IVS), ya 
que la misma fue encontrada en las plantas R-CA1. Las determinaciones se realizaron 
mediante un análisis de alta resolución de curvas de fusión (o curvas de “melting”), según lo 
descripto en un trabajo reciente (Barrantes-Santamaría et al., 2018). Los oligonucleótidos 
utilizados y el protocolo de amplificación de la PCR cuantitativa fueron idénticos a los 
descriptos es la sección 2.2.4.3, utilizando 1 μL de ADN de 130 semillas como molde. Como 
esta triple sustitución TAP-IVS deriva de tres transiciones CT, su presencia produce un 
descenso de 1,2 ºC en la temperatura de fusión del fragmento amplificado del gen epsps 
respecto a la secuencia salvaje. En consecuencia, el único pico de las curvas de fusión se 
mueve de ~84 a ~82.8 ºC. Para chequear la habilidad de esta técnica en la detección de 
variantes heterocigóticas, se crearon muestras heterocigotas artificiales mezclando ADN 
genómico proveniente de las plantas conteniendo la triple sustitución TAP-IVS y los controles 
de la población susceptible S-HU (proporción 1:1). Los diferentes patrones de curvas 
obtenidos (I, II y III, Figura 15A) fueron correlacionados a la ausencia/presencia de la triple 
sustitución en la EPSPS en homocigosis o heterocigosis. Un subgrupo representativo de 
muestras (incluyendo algunas con patrones levemente diferentes a los representados en I, II y 
III) fueron validadas a través de la técnica “dCAPS” (según lo descripto en la sección 2.2.4.1) 
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para detectar la presencia o ausencia de la secuencia salvaje, y también por secuenciación a 
través del servicio de Macrogen (Macrogen Inc., Corea). 
 
3.2.2.9 Análisis estructural de la mutante TAP-IVS 
Se realizó un modelado estructural utilizando el servidor SWISS-PROT de las 
secuencias salvajes (wt), doble mutante (TIPS) y triple mutante (TAP-IVS) de la EPSPS de A. 
hybridus a partir de su secuencia de ADNc (patente US20130288895A1). La estructura de la 
EPSPS de E. coli (1G6S PDB) fue utilizada como molde para el modelado de la wt, y la 
estructura de la EPSPS TIPS de E. coli (3FK1 PDB) como molde para las versiones TIPS y 
TAP-IVS. Fue garantizado, para todos los modelos, un valor RMSD (Root Mean Square 
Deviation) global menor a 0,2 y una estructura secundaria global similar a la de los moldes. 
Para analizar en detalle las diferencias del sitio de unión del glifosato a la EPSPS, se 
determinó la distancia entre dicho ligando y un residuo reportado como clave para la unión 
(G96 en E. coli, equivalente a la G101 en plantas) (Funke et al., 2009) utilizando el software 
Pymol Molecular Graphics System. Finalmente, se realizó una predicción de los residuos de 
aminoácidos involucrados en el sitio de unión a glifosato utilizando la aplicación LIDIA del 
programa COOT (Emsley et al., 2004). 
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
  
3.3.1 Resistencia a inhibidores de la ALS 
 
Todas las poblaciones presentaron una tasa de supervivencia mayor al 50% luego de 
las aplicaciones de dosis 1X de imazetapir y clorimurón-etil, con excepción al control 
susceptible S-ZA. Como no existían secuencias publicadas para el gen als en A. hybridus 
previo a estas investigaciones, las secuencias obtenidas fueron alineadas a las del gen als de 
A. palmeri. La Figura 10 muestra los alineamientos nucleotídicos y aminoacídicos con los 
cambios detectados en los dominios conservados de la proteína para cada población resistente. 
Así, una transversión TA en la posición 1125 provocó el cambio de un glutamato por un 
aspartato en la posición 375 de la proteína ALS (correspondiente a la posición 376 en la 
secuencia de referencia de A. thaliana) (Figura 10A) y una transversión GT en la posición 
1718 produjo el reemplazo de un triptófano por una leucina en la posición 573 
(correspondiente a la 574 en A. thaliana) (Figura 10B). Cada población resistente presentó al 
menos una de estas dos sustituciones, ambas reportadas como causantes de resistencia de 
amplio espectro a todos los inhibidores de la ALS, lo cual es consistente con los fenotipos 
observados. Las sustituciones encontradas en cada población están listadas en la Tabla 9. Las 
dos sustituciones nunca aparecieron en un mismo alelo. En la Figura 11, se puede observar un 
mapa de distribución de las poblaciones estudiadas con sus respectivos mecanismos de 
resistencia a inhibidores de la ALS. Las secuencias completas de los alelos susceptibles y 
resistentes fueron depositadas en el GenBank bajo los números de acceso MH036304-
MH036306. 
 A pesar de que la resistencia a herbicidas en A. hybridus ha sido un problema en 
Argentina desde 1996 (Tuesca y Nisensohn, 2001), no ha habido hasta el día de hoy estudios 
que indaguen sobre los mecanismos moleculares responsables de la resistencia cruzada 
observada en poblaciones locales. Hasta ahora, sólo Berger et al. (2016) han reportado la 
presencia de la sustitución S653N en dos poblaciones de A. hybridus de la provincia de 
Córdoba. Curiosamente, dos poblaciones de A. palmeri -especie reportada en Argentina hace 
apenas unos años (Morichetti et al., 2013)- fueron descriptas como portadoras de las 
sustituciones W574L y S653N en la secuencia de la proteína ALS (Larran et al., 2017). A 
pesar de que Berger et al. (2016) estudiaron la posible hibridación entre poblaciones locales 
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de A. hybridus y A. palmeri, no encontraron evidencias para acreditar la ocurrencia de tal 
fenómeno. Sobre la base del conocimiento de que ambas especies presentan las sustituciones 
W574L y S653N, parece prudente no descartar una posible hibridación entre poblaciones de 
estas especies, especialmente si se considera que la transferencia de genes de resistencia a 
inhibidores ALS desde una especie monoica a otra dioica del género Amaranthus ya ha sido 
descripta (Tranel et al., 2002). 
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Figura 10. Alineamientos nucleotídicos y aminoacídicos de las secuencias correspondientes a la 
ALS de A. hybridus en las posiciones donde se detectaron mutaciones. 
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Comprender los mecanismos que entraman la resistencia a herbicidas permite una 
mejor toma de decisiones a la hora de diagramar programas de manejo. Por un lado, los 
mecanismos de resistencia limitan el espectro de herbicidas que pueden utilizarse en los 
programas de rotación. En particular, se conoce que la sustitución S653N causa resistencia 
alta a herbicidas de la familia de las IMI pero baja o nula a herbicidas de las familias de las 
SU y TP (Heap, 2019). En cambio, las mutaciones en posiciones 574 y 376 encontradas aquí 
fueron extensamente reportadas como causantes de resistencia a las cinco familias químicas 
de inhibidores de la ALS (Whaley et al., 2007), restringiendo las posibilidades de control con 
herbicidas de dicho modo de acción. Por otro lado, ciertas penalidades en la aptitud o ajuste 
adaptativo de una población pueden estar asociadas a mecanismos de resistencia, por lo cual 
las estrategias de manejo deberían apuntar a favorecer la reproducción de las plantas 
susceptibles promoviendo la ausencia de presión de selección. A pesar de que los costos de 
fitness fueron estudiados correctamente en un número limitado de casos (Vila-Aiub et al., 
2015), ciertos efectos pleiotrópicos importantes afectando la morfología y anatomía de la 
planta fueron asociados a poblaciones ALS-resistentes de A. powellii portando la sustitución 
W574L (Tardif et al., 2006). 
 Finalmente, la conducción de encuestas tanto para dilucidar la distribución de especies 
como de mecanismos de resistencia resulta muy útil para la construcción de mapas de riesgo 
que nos alerten de manera geo-localizada sobre las estrategias que se deberían incorporar o 
dejar de lado en los programas de manejo de malezas. A pesar de que es dificultoso establecer 
una hipótesis sobre el origen y dispersión de la resistencia en las poblaciones en estudio, es 
posible afirmar, al menos, que las mutaciones responsables de la resistencia cruzada están 
Tabla 9. Sustituciones encontradas en el marco abierto 
de lectura de la ALS de las poblaciones resistentes de 
A. hybridus, numeradas de acuerdo de la secuencia de 
referencia de A. thaliana. 
 Sustituciones en la ALS 
Población de A. hybridus D376E W574L 
S-ZA - - 
R-BA - √ 
R-PI - √ 
R-CA √ - 
R-VM - √ 
R-AL √ √ 
  
 
CAPÍTULO 2   |    80 
 
esparcidas en el sur de las provincias de Córdoba y Santa Fe (Figura 11). Además, si se tiene 
en cuenta que estas poblaciones fueron cosechadas entre 4 y 17 años atrás, se puede asumir 
que la resistencia y la frecuencia de estas mutaciones están hoy mucho más extendidas que lo 
ilustrado por la Figura 11. Consecuentemente, frente a la detección de una subpoblación de A. 
hybridus resistente a la aplicación de cualquier inhibidor ALS en esta región, se recomienda 
fuertemente la rotación o combinación de herbicidas con un modo de acción diferente, 
excluyendo al glifosato, ya que esta maleza también se ha vuelto rápidamente resistente a 
dicho principio activo en gran parte de la zona núcleo de producción de Argentina (Scursoni y 
Satorre, 2010). Sin embargo, solo la incorporación de estrategias no químicas en los 
programas integrados de manejo de malezas ayudará a desacelerar la evolución de las malezas 
resistentes a herbicidas. No se han estudiado mecanismos de resistencia no asociados al sitio 
de acción en estas poblaciones, por lo tanto, no se puede descartar la presencia de mecanismos 
de este tipo contribuyendo en cierta medida a los fenotipos de resistencia. 
  
 
Figura 11. Localización de las poblaciones de A. hybridus estudiadas y distribución de los 
mecanismos de resistencia a inhibidores ALS en Argentina. 
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3.3.2 Resistencia a glifosato 
 
3.3.2.1 Niveles de resistencia a glifosato en la población R-CA 
 
Los experimentos de dosis-respuesta con glifosato permitieron confirmar la resistencia 
de la población R-CA. Una gran reducción de la biomasa de la población S-HU fue observada 
a bajas dosis de glifosato en comparación con la población R-CA (Figuras 12 y 13). El valor 
de GR50 para la población susceptible fue de 66,6 g i.a./ha, mientras que el de la población 
resistente fue de 20.900 g i.a./ha, arrojando un factor de resistencia (FR) de 314 (Tabla 10). 
La población R-CA exhibió un valor de GR50 marcadamente más elevado -específicamente, 
19,6 veces- que la dosis de glifosato recomendada por el marbete (540 g i.a./ha). Inclusive, la 
dosis aplicada más elevada (32X) no fue suficiente para controlar a esta población, en la cual 
el 100% de las plantas sobrevivieron 21 DDT (días después del tratamiento) y completaron 
normalmente su ciclo de vida con formación de semillas. 
 
Figura 12. Respuesta al glifosato de plantas de las poblaciones S-HU y R-CA de A. hybridus. 
  
 
CAPÍTULO 2   |    82 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Ensayo de dosis-respuesta. Las plantas de la población S-HU y R-CA fueron sometidas 
a la aplicación de diferentes dosis de glifosato. Los resultados se expresan como porcentaje de 
biomasa seca remanente respecto del control sin tratar, para cada población. 
 
3.3.2.2 Acumulación de shikimato 
  
 El shikimato se acumula en las plantas cuando la enzima EPSPS es inhibida por 
glifosato debido a que el shikimato-3-fosfato, uno de sus sustratos, es desfosforilado y 
convertido a shikimato más rápido de lo que es consumido en otras vías metabólicas 
(Herrmann y Weaver, 1999). El bioensayo en discos de hoja mostró que las plantas S-HU 
acumularon shikimato luego del tratamiento con glifosato (variando entre 125-160 µg de 
ácido shikímico por g de peso fresco), mientras que las plantas R-CA1 no lo acumularon a 
ninguna de las concentraciones testeadas (200, 400 y 800 µM) (Figura 14). Estos resultados 
Tabla 10. Parámetros de la curva dosis-respuesta. El factor de resistencia 
(FR) se calculó como el cociente entre los GR50 (inhibición del 
crecimiento media) de las poblaciones R-CA y S-HU. Las letras en 
superíndice indican diferencias estadísticamente significativas.  
Población      GR50   FR     R
2
 
S-HU 66,6 ± 7,4
 a
   0,96 
R-CA  20900 ± 8600
 b
 314  0,75 
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son consistentes con una actividad intacta de la enzima EPSPS proveniente de las plantas R-
CA1 en presencia de glifosato, inclusive a la concentración más elevada. 
 
Figura 14. Acumulación de shikimato en hojas de plantas S-HU versus R-CA1. Los valores se 
expresan en μg de ácido shikímico por gramo de peso fresco de tejido bajo tres concentraciones de 
glifosato (200, 400 y 800 µM). Las barras verticales representan el error estándar de la media. Las 
diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas. 
 
3.3.2.3 Análisis de la secuencia epsps de las plantas R-CA1 
 
 Con el objetivo de estudiar la presencia de mutaciones asociadas al sitio de acción en 
la población resistente de A. hybridus, se amplificó mediante PCR una región altamente 
conservada del gene epsps en la cual varias mutaciones han sido reportadas como causantes 
de resistencia a glifosato (Sammons y Gaines, 2014; Funke et al., 2009). El análisis de las 
secuencias reveló una triple sustitución aminoacídica en los fragmentos de la EPSPS de todas 
las plantas R-CA1 (Figura 15A). La misma es causada por cuatro nucleótidos mutados que 
producen los siguientes cambios de codones: ACA por ATA (T102I), GCG por GTC 
(A103V) y CCA por TCA (P106S). Como consecuencia, se produce una triple sustitución a la 
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cual se denomina TAP-IVS. Estas sustituciones simultáneas ocurriendo en las posiciones 102 
y 106 son conocidas como TIPS y su contribución a la resistencia a glifosato ha sido bien 
caracterizada, e incluso comercialmente utilizada (Lebrun et al., 2003; Arnau et al., 1998; 
Spencer et al., 2000). Hasta ahora, la evolución natural de esta doble sustitución ha sido 
documentada sólo en dos especies de malezas (Yu et al., 2015; Alcántara-de la Cruz, 2016a), 
convirtiendo a esta población de A. hybridus en el tercer reporte a nivel mundial. No obstante, 
la tercera sustitución que aparece, causada por dos mutaciones consecutivas (ver Figura 15A), 
es, hasta donde se conoce, la primera vez que se reporta. Las secuencias parciales obtenidas 
fueron depositadas en la base de datos del Gen Bank bajo los números de acceso MH482843 
(plantas R-CA1) y MH482844 (plantas S-HU). 
 A pesar de que las consecuencias de esta sustitución novedosa en la posición 103 
sobre las propiedades cinéticas y regulatorias de la EPSPS no fueron dilucidadas aún, su 
localización dentro de este dominio tan conservado sugiere que podría tener alguna 
implicancia en los niveles inusualmente elevados de resistencia que presenta esta población 
de A. hybridus, como discute en secciones posteriores. 
 Adicionalmente, los ensayos de dCAPS fueron hechos sobre ocho plantas R-CA1 
portando la triple sustitución TAP-IVS para clasificar a las muestras en homocigotas u 
heterocigotas. Todas las plantas testeadas resultaron homocigotas para dicha sustitución, 
como puede observarse en la ausencia de digestión en todas ellas (Figura 15B). Dado que A. 
hybridus es una especie esencialmente autógama, la homocigosis puede lograrse en unas 
pocas generaciones. De cualquier manera, este genotipo es esperable considerando que la 
sustitución TAP-IVS no es un evento tan reciente en la evolución de la resistencia a glifosato 
en esta población, como se describirá en la sección 3.2.2.5. 
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Figura 15. Secuenciación parcial del gen epsps y genotipado por dCAPS. A) Análisis del 
fragmento de secuencia epsps en las plantas R-CA. Las cuatro mutaciones encontradas están 
subrayadas. Los aminoácidos fueron nombrados de acuerdo a la secuencia de Zea mays. B) 
Genotipado por dCAPS desarrollado para la sustitución P106S en A hybridus. ADNs control de 
muestras secuenciadas de A. palmeri (wt, heterocigota y homocigota para la sustitución P106S) 
fueron incluidos para validar la fidelidad del test. ND: No Digerido; D: Digerido. La secuencia 
salvaje (wt) produce una banda única digerida de 156 pb (muestras S-HU), mientras que la mutante 
en la posición 106 es insensible a la digestión y produce una banda no digerida de 181 pb (todas las 
muestras R-CA1). 
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3.3.2.4 Amplificación del gen epsps  
 
 El incremento en el número de copias de gen epsps fue estudiado por PCR cuantitativa 
en tiempo real. Los individuos de la población S-HU presentaron, en promedio, 1,04 copias 
del gen epsps en relación al gen control als, mientras que las plantas de la población R-CA 
presentaron un leve aumento en el número de copias relativo, que varió entre 1,8 y 3,7 veces 
(Figura 16A). Sin embargo, la expresión del gen epsps a nivel de ARNm no resultó 
significativamente aumentada en las plantas R-CA1 (Figura 16B). De manera similar, no se 
encontró una correlación entre el número de copias y los niveles de expresión en un reporte 
previo hecho sobre la especie Bromus diandrus, caso en el cual fue atribuido a que las copias 
del gen epsps estaban transcripcionalmente inactivas (Malone et al., 2016).  
 
Figura 16. Estudio del mecanismo de amplificación del gen epsps. El número relativo de copias 
del gen epsps (A) y los niveles de expresión relativa al gen als (B) fueron determinados por PCR 
cuantitativa en tiempo real, utilizando las determinaciones de las muestras S-HU como referencia. 
Las barras verticales representan el error estándar de la media. * Indica diferencias estadísticamente 
significativas. 
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 Es importante resaltar que los dos mecanismos asociados al sitio de acción actuando 
de manera simultánea fueron sólo reportados recientemente para Eleusine indica (Gherekhloo 
et al., 2017). De esta manera, este sería el segundo reporte en el cual mutaciones puntales y 
amplificación del gen epsps están evolucionando juntas en una misma población. Basados en 
los resultados, se plentea la hipótesis de que la amplificación del gen epsps es un mecanismo 
emergente en la población R-CA (dado el bajo número de copias del gen) y que, por lo tanto, 
su efecto en los niveles de expresión del gen podría no ser detectable aún. 
 
3.3.2.5 Frecuencia de la sustitución TAP-IVS en la población R-CA 
 
 Basados en la información de secuencia, se diseñó un experimento para determinar la 
frecuencia de aparición del alelo portador de la triple mutación (alelo R) en la población R-
CA original. Para ello, se utilizaron las técnicas de dCAPS, HRMA y/o secuenciación (como 
se describió en la sección 3.2.2.9) para genotipar 130 semillas. Los perfiles obtenidos 
mediante HRMA se observan en la Figura 17C. Los cromatogramas parciales derivados de la 
secuenciación se muestran en la Figura 18. 
Este ensayo reveló que al menos el 48% de las muestras eran homocigotas para el alelo 
R (representado como genotipo RR); y el 52% restante fueron clasificadas como portadoras 
del alelo wt (representadas como genotipo RS) (Figura 18). Estos resultados resultan un tanto 
difíciles de interpretar, ya que si el alelo wt está presente en algunas plantas y A. hybridus es 
una especie esencialmente autógama hubiera sido de esperar, en condiciones de herencia 
mendeliana, la aparición de plantas homocigotas para el alelo wt, como ocurrió con el alelo R. 
En el único contexto en que podría explicarse este resultado es en una situación en la cual el 
mecanismo de amplificación génica esté presente en la población R-CA. Así, aquellas plantas 
clasificadas bajo el genotipo RS podrían ser, en realidad, homocigotas para el alelo R y 
portadoras de amplificación génica, por lo cual un alelo S podría estar presente en otro locus. 
Adicionalmente, dada la posible ocurrencia de una amplificación en el gen epsps, no se puede 
descartar a priori la presencia de los alelos IAS, TVS y TAS (simples y dobles sustituciones) 
en las muestras clasificadas bajo el genotipo RS, aunque en este caso las mismas deberían 
ocurrir en una combinación tal que los cromatogramas de las secuencias sean indistinguibles 
de los heterocigotas TAP/IVS (Figura 18, cromatograma inferior). Como no se detectó 
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ninguna mutante homocigota para estos genotipos, se propone que sólo dos versiones alélicas 
(R: IVS, S: TAP) están presentes en la población R-CA.  
 
 
Figura 17. Análisis de alta resolución de las curvas de fusión para la detección de la triple 
sustitución TAP-IVS en la EPSPS. A) Perfiles representativos de curvas de fusión para 
homocigotas TAP (I, línea negra), homocigotas IVS (II, línea violeta), y heterocigotas artificiales 
(III, línea roja). La triple sustitución causa un corrimiento de ~1,2 ºC en la temperatura de fusión 
del fragmento amplificado del gen epsps. B) Curvas de fusión para las plantas R-CA1 (líneas 
violetas) y para las plantas S-HU (líneas negras) mostrando todos genotipos IVS homocigotas y 
TAP homocigotas, respectivamente. C) Curvas de fusión para la población R-CA original, donde el 
alelo wt estuvo presente en algunas muestras (líneas rojas) y no en otras (líneas violetas). 
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Figura 18. Pasos para la clasificación genotípica de las muestras de la población R-CA. “R” da 
cuenta del alelo mutante IVS mientas que “S” da cuenta del alelo salvaje (wt). Un único pico 
(HRMA), ausencia de digestión (dCAPS) y/o una asignación inequívoca de nucleótidos en la 
región de la triple sustitución fueron observadas para las muestras IVS homocigotas (línea RR). 
Los picos dobles (HRMA), la digestión parcial (dCAPS) y/o la asignación ambigua de nucleótidos 
causantes de la triple mutación (líneas punteadas) se observan en las muestras IVS heterocigotas 
(línea RS). 
†
El enfoque diploide abordado aquí podria ser una sobresimplificación de los genotipos 
reales, ya que puede existir amplificación del gen epsps. La presencia de los alelos IAS, TAS y 
TVS fue despreciada basada en la ausencia de muestras homocigotas para estos genotipos. 
 
El alto porcentaje de individuos resistentes que resultaron homocigotas para la triple 
sustitución TAP-IVS (RR) parecería sugerir que la sustitución nueva A103V no es un evento 
reciente. Por otro lado, la ausencia de individuos homocigotas para la mutación P106S podría 
ser atribuida a los bajos niveles de resistencia aportados por la misma. Adicionalmente, la no 
detección de individuos homocigotas para la doble sustitución TIPS podría relacionarse al 
elevado costo que ha sido asociado a la misma (Funke et al., 2009; Han et al., 2017). En 
cualquiera de los casos, debería existir alguna ventaja adaptativa de las mutantes TAP-IVS 
por sobre la doble mutante que pueda explicar la prevalencia del alelo R en la población R-
CA. Esta ventaja podría ser que: 1) Las mutantes TAP-IVS conlleven un costo menor o muy 
pequeño y por lo tanto proliferaron selectivamente, y/o 2) Las mutantes TAP-IVS podrían 
conferir mayores niveles de resistencia a glifosato y mayor tolerancia a aplicaciones repetidas. 
Considerando la historia del campo donde esta población fue cosechada y el GR50 
determinado para esta población, el segundo escenario parece ser el más probable. De 
cualquier manera, un costo en la aptitud de esta población asociado a la triple sustitución no 
puede ser descartado. 
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La combinación de mecanismos de resistencia a glifosato usualmente conlleva un efecto 
aditivo en la magnitud de la resistencia. Sin embargo, como no fue posible encontrar ningún 
individuo homocigota wt (genotipo SS), no hay evidencia para pensar en la presencia de 
mecanismos no asociados al sitio de acción contribuyendo al elevado factor de resistencia 
estimado para la población R-CA. 
Por otro lado, se decidió evaluar si las plantas R-CA1 (que fueron caracterizadas como 
RR, Figura 17B) podían tolerar la dosis más elevada aplicada de glifosato utilizada en las 
curvas de dosis-respuesta. Los resultados observados fueron contundentes: todas las plantas 
R-CA1 sobrevivieron a la aplicación de la dosis 32X, produciendo descendencia viable. Esta 
observación, junto al registro de un desarrollo aparentemente normal de las plantas en 
ausencia de glifosato (datos nos mostrados), apoyarían la hipótesis de que no existe un costo 
en la aptitud de la población asociado a este genotipo. De todas maneras, estudios rigurosos 
son necesarios para validar fielmente esta presunción. 
Finalmente, cuando los parámetros de la curva de dosis-respuesta son comparados con 
los de todas las especies resistentes a glifosato caracterizadas a nivel molecular en el mundo 
(Tabla 11), el valor de GR50 de la población R-CA resulta, por lejos, el más elevado de todos 
los reportados, con mención especial a una población de E. indica que presenta un valor de 
DL50 similarmente elevado (Yu et al., 2015). Esta población contenía la sustitución TIPS 
como único mecanismo de resistencia a glifosato. A pesar de que E. indica y A. hybridus sean 
diferentes especies, la única diferencia entre los mecanismos de resistencia a glifosato 
encontrados entre estas dos poblaciones remite a la tercera sustitución A103V, reforzando la 
hipótesis de la contribución de la misma a los altos niveles de resistencia observados.  
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Tabla 11. Valores de GR50 (inhibición del crecimiento media) y/o DL50 (dosis letal media) para las 
especies de malezas resistentes a glifosato caracterizadas a nivel molecular hasta el momento. 
Especie  GR50
†
  DL50
†
 Mecanismo Ref. 
Amaranthus palmeri 560  Amplificación génica Gaines et al., 2010; 
Culpepper et al., 2006 
Amaranthus rudis 2984  Amplificación génica Sarangi et al., 2015; 
Sarangi et al., 2017 
Amaranthus spinosus 700  Amplificación génica Nandula et al., 2014 
Amaranthus tuberculatus 1280  P106S + Translocación reducida Nandula et al., 2013 
Ambrosia trifida 1300  Rápida muerte celular 
(mecanismo “fénix”) 
Van Horn et al., 2018 
Bidens pilosa 142,7 774,4 Translocación reducida Alcántara-de la Cruz et 
al., 2016a 
Bidens pilosa 1055,8 >2000 TIPS + Translocación reducida Alcántara-de la Cruz et 
al., 2016a 
Bromus diandrus  288 Amplificación génica Malone et al., 2016 
Chloris truncata  5514 Amplificación génica Ngo et al., 2018 
Conyza canadensis 311,2  Translocación reducida + 
Metabolismo acelerado 
Gonzalez-Torralva et al., 
2012b 
Conyza canadensis >3600  P106S Page et al., 2018 
Conyza canadensis 1740  Sobreexpresión de la EPSPS Mei et al., 2018 
Echinochloa colona 890  P106S Alarcón-Reverte et al., 
2013 
Echinochloa colona 240 1010 P106T + Actividad EPSPS 
aumentada 
Alarcón-Reverte et al., 
2015 
Echinochloa colona 130 450 P106S + Actividad EPSPS 
aumentada 
Alarcón-Reverte et al., 
2015 
Eleusine indica 173 798 P106S Yu et al., 2015 
Eleusine indica 1383,7  P106L Chen et al., 2015 
Eleusine indica 555,6 1938,3 P106S + Sobreexpresión de la 
EPSPS 
Gherekhloo et al., 2017 
Eleusine indica 1551,5  TIPS  Chen et al., 2015 
Eleusine indica 2023 >25900 TIPS Yu et al., 2015 
Kochia scoparia  6100 Amplificación génica Wiersma et al., 2015 
Leptochloa virgata 719,8 1330,3 P106S + Translocación reducida 
+ Actividad EPSPS aumentada 
Alcántara-de la Cruz et 
al., 2016b 
Lolium perenne 1596  Amplificación génica Salas et al., 2012 
L. perenne spp. multiflorum 1782  P106A Jasieniuk et al., 2008 
L. perenne spp. multiflorum 300  P106S + Translocación reducida Perez-Jones et al., 2008 
Lolium rigidum 2554 6983 P106L/S Collavo et al., 2012 
Lolium rigidum  2310 P106A + Translocación reducida Yu et al., 2007 
Lolium rigidum 1330 2251 P106T/S + Translocación 
reducida 
Bostamam et al., 2012 
Lolium rigidum  714 P106T + Translocación reducida Wakelin y Preston, 2006 
Sorghum halepense  2182 Translocación reducida Vila-Aiub et al., 2007 y 
Vila-Aiub et al., 2012 
Tridax procumbens 554,31 916,27 T102S Li et al., 2018 
†
 En los casos en los que más de 1 población fue estudiada, se muestra el valor de GR50 o DL50 más elevado. 
 
  
3.3.2.6 Modelado estructural de la versión TAP-IVS de la EPSPS 
 
 En trabajos previos, la versión TIPS de E. coli fue cristalizada y el efecto de esta doble 
mutación en la funcionalidad de la enzima y la resistencia a glifosato fue estudiado en detalle 
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(Funke et al., 2009). Este análisis mostró que la sustitución T97I (T102I en plantas) en 
presencia de la S101 (S106 en plantas) produce un cambio de orientación de la G96 (G101 en 
plantas) hacia el sitio de unión al glifosato, causando una reducción de la afinidad de la 
enzima EPSPS por el herbicida, al mismo tiempo que la afinidad por el PEP (uno de sus 
sustratos) también se reduce. Como consecuencia, se producen niveles de resistencia a 
glifosato más elevados a expensas de una menor eficiencia catalítica de la enzima, lo que 
finalmente se traduce en un costo en la aptitud de las plantas que expresan esta versión 
doblemente mutada, como ya ha sido descripto para una población de E. indica (Han et al., 
2017).  
Como no existe hasta el momento una estructura cristalizada de la EPSPS en A. 
hybridus, se realizó un modelado por homología sobre las versiones wt, TIPS y TAP-IVS de 
la EPSPS utilizando los moldes de E. coli y la secuencia completa disponible para el ADNc 
de A. hybridus (patente US20130288895A1). Los moldes fueron seleccionados debido a una 
alta identidad con las secuencias de interés (~54%) y a la posibilidad de utilizar estructuras 
cristalinas con buena resolución tanto en presencia de glifosato como de shikimato-3-P 
(Figura 19A). 
Con el objetivo de analizar las modificaciones estructurales producidas por la triple 
sustitución TAP-IVS sobre el sitio de unión al gliosato, se comparó la distancia entre el 
glifosato y el residuo de G101 (equivalente a G96 en E. coli), como fue previamente descripto 
para la mutante TIPS. Los resultados indican que la sustitución adicional en la posición 103 
produce un leve cerramiento del sitio de unión al PEP y al glifosato respecto a la versión 
TIPS, lo cual es evidenciado por un acortamiento en la distancia entre el glifosato y este 
residuo clave de glicina (Figura 19B). Como puede observarse, esta distancia se reduce de 3,6 
Å (línea roja discontinua) a 3,3 (línea celeste discontinua) y 3,2 (línea rosada discontinua) en 
las versiones TIPS y TAP-IVS, respectivamente. En relación a ésto, el análisis adicional a 
través de la aplicación LIDIA del programa COOT permitió detectar que existe un re-arreglo 
de los aminoácidos involucrados en la interacción con el glifosato, que se evidencia por el 
cambio de identidad de aquellos que forman parte de las esferas de coordinación primarias y 
secundarias con dicho ligando (Figura 19C). Sin embargo, los ocho aminoácidos esenciales 
para la unión del PEP (Schönbrunn et al., 2001; Pollegioni et al., 2011), siguen presentes en 
todas las versiones. Curiosamente, cuando se compararon los modelos TIPS y TAP-IVS, la 
  
 
CAPÍTULO 2   |    93 
 
arginina en la posición 131 (equivalente a la 124 en E. coli) sólo mantiene una de sus dos 
posibles interacciones con el glifosato en el caso de la tiple mutante. 
 
Figura 19. Modelado estructural de las variantes EPSPS wt, TIPS y TAP-IVS. A) Modelado 
estructural por homología utilizando la EPSPS wt de E. coli (1G6S pdb) como molde en el servidor 
Swiss-Prot. B) Distancia de interacción entre el glifosato y el residuo G101 en la wt (línea roja 
discontinua), TIPS (línea celeste discontinua) y TAP-IVS (línea rosada discontinua). C) Residuos 
involucrados en la unión del PEP/glifosato en las versiones wt, TIPS y TAP-IVS. Los residuos 
básicos están coloreados en azul, los ácidos en rojo, los apolares en verde y los polares en rosa. Las 
flechas azul y verde indican los dadores y aceptores de cadena lateral, respectivamente. 
† 
En el 
esquema de TAP-IVS se indican los ocho aminoácidos esenciales para la unión del PEP. 
 
Finalmente, estos resultados permiten formular la hipótesis de que la estructura 
conformacional de la versión TAP-IVS poseería un sitio activo más pequeño, lo cual causaría 
una exclusión diferencial del glifosato que podría ser superada por el PEP debido a su menor 
tamaño molecular.  
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3.4 CONCLUSIONES 
  
 Los resultados presentados en este capítulo resultaron muy novedosos. Por un lado, 
representan el primer informe oficial sobre los mecanismos moleculares causantes de 
resistencia cruzada a inhibidores ALS en la especie de maleza más problemática de 
Argentina. Luego de más de 17 años de detectadas las poblaciones locales de A. hybridus con 
resistencia a inhibidores de la ALS, se reporta la presencia de las sustituciones W574L y 
D376E en la ALS de las mismas como mecanismo causante de una resistencia de amplio 
espectro. Por otro lado, se informa sobre la prevalencia de una triple sustitución novedosa 
(TAP-IVS) como el único mecanismo detectado en una población de A. hybridus portadora de 
valores inusualmente elevados de RG. Estos resultados sugieren la evolución de un nuevo 
mecanismo de RG apareciendo en A. hybridus y representan: 1) el primer reporte de una triple 
sustitución en la enzima EPSPS y 2) el primer mecanismo de resistencia asociado al sitio de 
acción descripto en esta especie a nivel mundial.  
 Estos resultados, además de confirmar la hipótesis de trabajo planteada en la sección 
3.1, deben alertar sobre la necesidad de integrar nuevas estrategias de control químico con 
prácticas no químicas en los programas de manejo para disminuir la evolución de la 
resistencia a herbicidas en Argentina y prevenir tanto la emergencia de nuevos mecanismos de 
resistencia como la acumulación de los ya existentes.  
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CAPÍTULO 3 
 
PREVALENCIA Y DISTRIBUCIÓN DE LOS MECANISMOS MOLECULARES DE 
RESISTENCIA A GLIFOSATO, LACTOFEN Y ATRAZINA EN 22 POBLACIONES 
DE Amaranthus tuberculatus DEL ESTADO DE OHIO, ESTADOS UNIDOS. 
 
4.1 INTRODUCCIÓN 
 
Como ya se ha mencionado en los capítulos 1 y 2, la resistencia a herbicidas representa 
un gran problema en los sistemas agropecuarios de todo el mundo y los Estados Unidos no 
son la excepción. Amaranthus tuberculatus Moq. Sauer es la especie de maleza más 
problemática en los cultivos agronómicos de los estados de Illinois, Iowa y Missouri 
(Chatham et al., 2015; Legleiter y Bradley; 2008; McMullan y Green, 2011; Schultz et al., 
2015), causando pérdidas en el rendimiento de hasta un 43% en cultivos de soja (Hager, 2002) 
y de hasta un 74% en cultivos de maíz (Steckel y Sprague, 2004).  
A. tuberculatus posee un largo período de germinación, una rápida tasa de crecimiento, 
una alta densidad poblacional y una abundante producción de semillas (Tranel y Trucco, 
2009). Al igual que A. palmeri, es una especie dioica y la polinización cruzada obligada 
facilita un rápido enriquecimiento y recombinación de alelos asociados a los sitios de acción 
de los herbicidas (Busi y Powles, 2009). Así, desde el primer reporte de resistencia a 
herbicidas inhibidores del PSII a comienzos de los años 90’ (Anderson et al., 1996), la 
evolución de la resistencia se apoderó rápidamente de otros sitios de acción incluyendo la 
ALS, PPO, EPSPS, HPPD y receptores de auxinas.  
Al día de hoy se han reportado casos de resistencia múltiple a dos, tres, cuatro e 
inclusive cinco sitios de acción diferentes en la misma población de A. tubercultatus (Foes et 
al. 1998, Legleiter y Bradley, 2008, Bell et al., 2013, Heap, 2019). Actualmente, existen 56 
casos reportados de poblaciones de A. tuberculatus con RH en 18 estados de EEUU (Heap, 
2019). Mientras que algunos fenotipos de resistencia están especialmente localizados en 
ciertas regiones geográficas, otros se han expandido a lo largo de grandes regiones, como ha 
ocurrido con la resistencia a glifosato en todo el centro-oeste de Estados Unidos (Chatham et 
al., 2015; Schultz et al., 2015; Vieira et al., 2018).  
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 Los científicos de las malezas, y lentamente los productores, están convencidos acerca 
de la urgente necesidad de diversificar las prácticas de control que se incluyen dentro de los 
programas de manejo de malezas (Norsworthy et al., 2012; Pannell et al., 2016), pero se 
necesitan herramientas que permitan aconsejar a los productores en el lapso en el que se 
genera conciencia acerca de cuáles son las mejores prácticas de manejo para la situación 
actual. La conducción de encuestas y censos resulta muy útil en la creación de mapas, tanto de 
distribución de especies como de mecanismos de resistencia, tomando vital importancia para 
un diseño preciso y responsable de estrategias de control de malezas geolocalizadas o 
geodirigdas.  
Actualmente, sólo existen dos reportes de resistencia a herbicidas en poblaciones de A. 
tuberculatus del estado de Ohio: un caso de resistencia a inhibidores de la ALS y un caso de 
resistencia a glifosato, ambos en cultivos de soja (Heap, 2019). Sin embargo, los mecanismos 
de resistencia en estas poblaciones no fueron dilucidados. En este contexto, resulta pertinente 
generar información que permita prevenir que esta especie se vuelva tan problemática en este 
Estado como ya lo es en otros.  
Dado que A. palmeri fue identificada por primera vez en Argentina hace 6 años, 
posiblemente introducida desde Estados Unidos (Morichetti et al., 2013), resulta clave 
profundizar sobre los estudios de la resistencia en varias especies de malezas de este género 
que representan un problema grave en los sistemas de producción agrícola, 
independientemente de su origen. Consecutivamente, es relevante indagar sobre los 
mecanismos de resistencia a herbicidas que se estén utilizando actualmente como alternativas 
al glifosato y a los inhibidores ALS, pero para los cuales no haya casos de resistencia 
reportados en Argentina (como lo es el caso de los inhibidores de la protoporfirinógeno 
oxidasa -PPO- y la atrazina, inhibidor el PSII).  
En el marco de un proyecto colaborativo, se propuso caracterizar la resistencia a 
herbicidas pertenecientes a tres grupos diferentes en la especie Amaranthus tuberculatus, una 
especie “driver” de características reproductivas muy similares a A. palmeri. Particularmente, 
se estudió la prevalencia de la resistencia en 22 poblaciones colectadas durante el año 2016, 
así como también la frecuencia de cada uno de los mecanismos de RT más reportados para 
especies del género en otros estados.  
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Objetivos 
 
(1) Determinar la prevalencia y distribución de los mecanismos moleculares causantes 
de resistencia a glifosato, atrazina y lactofen en 22 poblaciones de Amaranthus tuberculatus 
del estado de Ohio. 
(2) Generar un capital académico que permita el estudio y rápida detección de 
mecanismos de resistencia plausibles de emerger en el futuro en los sistemas de producción 
de Argentina. 
 
Hipótesis de trabajo 
 
 Las tasas de resistencia a glifosato, atrazina y lactofen han alcanzado niveles 
mensurables en las poblaciones de Amaranthus tuberculatus distribuidas en el estado de Ohio. 
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4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.2.1 Recolección del material vegetal y condiciones de crecimiento 
 
 Las semillas de la especie A. tuberculatus fueron recolectadas durante una encuesta de 
finales de temporada de 2016 en el estado de Ohio, Estados Unidos. El muestreo se limitó a 
campos de soja con patrones de infestación indicativos de posibles problemas de resistencia a 
herbicidas. Las muestras de semillas, provenientes de diez plantas creciendo dentro de áreas 
pequeñas, fueron combinadas para armar una muestra que reflejase la población presente 
dentro del campo muestreado. 
 Las semillas de 22 poblaciones de A. tuberculatus de Ohio y de una población sensible 
conocida, llamada WUS (Wu et al., 2018), fueron esterilizadas superficialmente y 
conservadas a 4 °C durante cinco semanas antes de ser sembradas. La esterilización 
superficial consistió en una incubación de dos minutos en etanol al 70% v/v, seguida de una 
incubación de 20 minutos en una solución de lavandina comercial y agua destilada 1:1, cuatro 
lavados con agua destilada y una resuspensión final en agarosa al 0,1%. Las semillas se 
germinaron en placas de Petri estériles que contenían papel de filtro saturado con agua, y se 
incubaron a 35 °C con un ciclo de 12:12 hs día:noche. Las plántulas se trasplantaron a 
recipientes individuales (3,8 cm de diámetro superior por 21 cm de profundidad; Stuewe and 
Sons Inc., 31933 Rolland Dr, Tangen, OR 97389) conteniendo una mezcla 3:1:1:1 de sustrato 
sunshine LC1:tierra:perlita:arena. Las plantas se cultivaron en invernadero bajo un 
fotoperíodo de 12 h a temperaturas que oscilaron entre 28 y 30 ºC durante el día y entre 25 y 
27 ºC durante la noche. Las plantas fueron regadas dos veces al día con riego por 
nebulización. 
 
4.2.2 Tratamientos con herbicidas 
 
 Una vez que las plantas alcanzaron el estadio de 4-6 hojas, se seleccionaron hasta 20 
plantas relativamente uniformes en crecimiento de cada población para el tratamiento con 
cada herbicida. Los tratamientos con herbicidas incluyeron lo siguiente: Roundup 
WeatherMax (sal potásica de glifosato 48,8 % p/p) a 840 g i.a./ha y 1260 g i.a./ha (1X y 1,5X 
la tasa recomendada, respectivamente), Atrazine 90DF (atrazina 88 % p/p) a 1284 g i.a./ha 
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(1X) y Cobra (lactofen 24% p/v) a 5,48 g i.a./ha (0,03X). Los adyuvantes se incluyeron en 
base a las especificaciones de las etiquetas de cada herbicida. Las plantas de la población de 
WUS se usaron como controles susceptibles, y grupos de plantas no aplicadas se incluyeron 
como controles no tratados. Los herbicidas se aplicaron utilizando una cámara de 
pulverización equipada con una boquilla plana 80015 (TeeJet Technologies, P.O. Box 7900, 
Wheaton, IL 60187) colocada a una distancia aproximada de 46 cm por encima de las plantas. 
La cámara de pulverización se calibró para suministrar 187 L/ha. La supervivencia de cada 
planta se evaluó tres semanas después del tratamiento con glifosato y dos semanas después 
del tratamiento con lactofen o atrazina. Las plantas fueron clasificadas como resistentes o 
susceptibles según la presencia o ausencia de nuevo tejido verde. El éxito de la germinación y 
la uniformidad en el desarrollo de las plántulas, permitieron examinar un total de 22, 13 y 16 
poblaciones para estudiar la resistencia a lactofen, atrazina y glifosato, respectivamente.  
 
4.2.3 Extracciones de ADN 
 
 Se utilizaron hojas individuales de todas las plantas resistentes y varias plantas WUS 
no tratadas para obtener ADN. El mismo se extrajo utilizando el método del bromuro de 
hexadeciltrimetilamonio (CTAB), como ha sido descripto por Doyle y Doyle (1990). Las 
muestras se evaluaron en lo referente a calidad y cantidad del ADN utilizando un 
espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras fueron diluidas 
para lograr una concentración uniforme de 10 ng/μL para los diagnósticos moleculares. 
 
4.2.4 Estudio de los mecanismos moleculares de la resistencia 
 
4.2.4.1 Amplificación en el gen epsps 
  
 Se realizó una PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) utilizando el ADN de las 
plantas sobrevivientes a las aplicaciones de glifosato con el objetivo de determinar el número 
de copias del gen epsps. Se utilizó como referencia un gen de copia única (cps, que codifica la 
subunidad grande de la carbamoilfosfato sintasa). El protocolo de amplificación ha sido 
descripto previamente (Délye et al., 2015; Ma et al., 2013). Las cuantificaciones comparativas 
de los valores Ct (método ∆∆Ct) fueron hechas con el software REST (Pfaffl et al., 2002).  
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4.2.4.2 Sustituciones en la P106 de la EPSPS 
 
 El ADN de las plantas sobrevivientes a la aplicación de glifosato se utilizó para 
detectar la prevalencia de sustituciones en la prolina 106 en cada población de A. 
tuberculatus. Específicamente, se llevó a cabo un ensayo denominado dCAPS (como se 
describe en 2.2.4.1) que permite diferenciar el alelo salvaje de aquellos mutantes en el codón 
de la P106. La PCR y la posterior digestión con la enzima de restricción NcoI se realizaron 
como se describió previamente (Chatham et al., 2015). Los fragmentos de ADN se 
visualizaron en geles de agarosa al 2% teñidos con GreenGlo Safe DNA Dye (Denville 
Scientific Inc). Las muestras de ADN de la población control se incluyeron para validar la 
fidelidad de la prueba. Las plantas que presentaron la banda no digerida se clasificaron como 
portadoras de una sustitución en la prolina 106. Posteriormente, se realizó la secuenciación 
del ADN de los sobrevivientes a glifosato para confirmar la fidelidad del test e identificar la 
sustitución específica de la P106. La amplificación de ADN de la región P106 se realizó 
utilizando procedimientos similares a los descritos por Nandula et al. (2013). En resumen, los 
productos de PCR se purificaron utilizando el kit de EZNA (Omega Bio-tek). Los productos 
purificados se sometieron a la secuenciación de Sanger utilizando un Kit BigDye Terminator 
v3.1 (Thermo Fisher Scientific). Las reacciones consistieron en 1 μL de mezcla BigDye, 2 μL 
de buffer de secuenciación 5x, 5,2 μL de glicerol al 12,5% v/v, 2 μL del oligonucleótido R98-
F (5'-CTTGGGATACGTGAGAAGCAACAGTTG-3'), 1 μL de ADN molde y 1,8 μL de 
agua destilada para alcanzar un volumen final de 13 μL por reacción. Los tubos se sometieron 
a una desnaturalización inicial a 96 ºC durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos a 96 ºC durante 
10 segundos, 50 ºC durante 5 segundos y 60 ºC durante 4 minutos, y una extensión final de 60 
ºC durante 5 minutos. Los productos de PCR fueron secuenciados por el Centro de 
Secuenciación Core de la Universidad de Illinois (Urbana, Illinois, EE. UU.). 
 
4.2.4.3 Deleción de la G210 del gen de la PPO 
 
 Se realizó un ensayo de qPCR con sondas TaqMan sobre el ADN de las plantas 
sobrevivientes a la aplicación de lactofen, junto con cuatro controles WUS, con el fin de 
determinar la presencia de plantas homocigotas o heterocigotas para el alelo ppo con una 
deleción de la glicina en la posición 210 (ΔG210). El diseño experimental y las sondas alelo-
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específicas utilizadas fueron previamente descriptas (Wuerffel et al., 2015). Los 
oligonucleótidos utilizados fueron descriptos por Giacomini et al. (2017). 
 
4.2.4.4 Sustitución de la R98 de la PPO 
 
 Una región de 500 pb del gen de la PPO de las plantas sobrevivientes a lactofen se 
secuenció según Giacomini et al. (2017), con algunas modificaciones. En la PCR inicial, el 
cebador directo fue southernF (5'-TCCATTACCCACCTTTCACC-3’) y el cebador reverso 
fue southernR (5'-AGCGGGATTTGAAGGTAGTAG-3’). En la segunda PCR, el cebador 
reverso fue R98M_XhoII (5'-AGCGGGATTTGAAGGTAGTAG-3’). Los productos de 
amplificación se analizaron en un gel de agarosa al 1% teñido con GreenGlo Safe DNA Dye y 
luego se purificaron con el Kit EZNA Gel Extraction siguiendo el protocolo del fabricante. 
Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo tal como se describe en la sección 4.2.4.2. 
 
4.2.4.5 Sustitución de la S264 de la proteína D1 
 
 Las plantas sobrevivientes a la aplicación de atrazina fueron utilizadas para la 
búsqueda de sustituciones en la serina 264 en la proteína D1 del fotosistema II. Las muestras 
de ADN se sometieron a un ensayo “CAPS” (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) en 
el que solo el alelo de tipo salvaje del gen se escinde mediante un corte de la enzima de 
restricción BfaI. La diferencia entre los ensayos CAPS y dCAPS radica en que, en el primero, 
el sitio de corte para una enzima de restricción existe naturalmente en la secuencia blanco y 
no es necesario introducirlo artificialmente con un oligonucleótido especialmente diseñado 
para ello. La amplificación del fragmento, su digestión y el análisis de los resultados se 
llevaron a cabo como se describe en Schultz et al. (2015). 
 
4.2.4.6 Mapas de distribución 
 
 Se utilizó el programa web PhyloGeoVis (phyolgeoviz.org) para generar archivos kml 
basados en los datos de geo-localización de las muestras colectadas. Las proporciones de 
plantas resistentes y la frecuencia de aparición de los mecanismos estudiados en cada 
  
 
CAPÍTULO 3   |    104 
 
población, fueron representadas a través de pequeños gráficos de torta insertados en un mapa 
del estado de Ohio adquirido de Google Maps.  
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.3.1 Resistencia a glifosato 
 
 La resistencia a glifosato estuvo presente en todas las muestras analizadas del estado 
de Ohio (Tabla 12, Figura 20). Esporádicamente, se observó la supervivencia de plantas de la 
población control WUS a la dosis 1X, por lo cual se re-aplicaron un subgrupo de poblaciones 
con una dosis 1,5X. Esta dosis sí resulto letal para la población WUS y las tasas de 
supervivencia de las poblaciones resistentes fueron similares para ambas aplicaciones. El 
fenómeno observado podría deberse a escapes, o bien a plantas de la población control que 
realmente poseen resistencia a glifosato. Previamente, un grupo de investigadores reportó un 
rango de respuestas a glifosato donde ciertas poblaciones poseían una “sensibilidad reducida” 
a dicho herbicida (Vieira et al., 2018), lo cual podría asociarse a la presencia de genes 
menores contribuyendo a la resistencia (Busi y Powles, 2009).  
 
Tabla 12. Localización y supervivencia de las poblaciones de Ohio a 
lactofen, atrazina y glifosato. Los valores se expresan como el número de 
plantas sobrevivientes sobre el total de plantas aplicadas. NA: No Aplicada. 
Población Latitud Longitud Lactofen Atrazina Glifosato 
1 40,959 -81,001 0/20 19/20 16/20 
2 40,960 -81,003 0/20 NA NA 
3 40,916 -80,926 0/20 NA NA 
4 40,915 -80,713 0/20 NA NA 
10 39,831 -83,772 1/20 NA 11/20 
11 39,831 -83,777 0/20 2/20 NA 
14 40,305 -84,683 1/40 0/15 16/20 
16 40,373 -84,672 0/20 NA 19/20 
17 40,424 -84,677 0/20 NA 18/20 
18 40,492 -84,689 0/20 1/15 20/20 
19 40,610 -84,689 8/20 7/15 18/20 
20 40,678 -84,667 0/20 NA NA 
30 40,831 -81,887 0/20 3/15 12/20 
31 40,831 -81,887 0/20 5/15 18/20 
33 40,831 -81,887 12/20 4/15 6/20 
35 40,678 -83,862 0/20 3/20 15/20 
36 40,864 -83,563 0/20 1/15 18/20 
55 38,966 -84,087 0/20 NA NA 
60 40,074 -84,707 3/40 0/15 14/20 
62 40,352 -84,627 1/20 3/15 7/20 
67 40,615 -83,915 1/20 1/15 14/20 
69 40,605 -84,299 3/20 NA 10/20 
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Figura 20. Distribución de los mecanismos de resistencia a glifosato en las poblaciones de A. 
tuberculatus de Ohio. 
 
 En lo que respecta a los mecanismos de resistencia a glifosato, la amplificación génica 
parece ser el mecanismo dominante en las poblaciones de A. tuberculatus de Ohio, estando 
presente en el 49% de todas las plantas sobrevivientes (Tabla 13). Este mecanismo ya fue 
reportado como forma dominante de la resistencia en los estados de Missouri e Illinois 
(Chatham et al., 2015; Vieira et al., 2018). Adicionalmente, la frecuencia de la sustitución 
P106S fue baja (cercana al 6% de las plantas resistentes) si se compara al mecanismo de 
amplificación génica, lo mismo que se observó en las investigaciones citadas anteriormente. 
Se observaron múltiples casos de plantas presentando los dos mecanismos estudiados (Tabla 
13, columna “Doble”). Esto resulta esperable si ambos mecanismos de resistencia están 
presentes dentro de una misma población, ya que la recombinación entre ellos debiera ocurrir 
con cierta frecuencia.  
 Si bien un 74% de las plantas aplicadas presentó resistencia a glifosato, un gran grupo 
no presentó ninguno de los mecanismos estudiados (Tabla 13). Esta alta frecuencia de 
resistencia podría ser el resultado de una extendida aplicación de glifosato al inicio de la 
temporada, seleccionando así en contra de las plantas susceptibles a dicho herbicida. A su vez, 
el alto porcentaje de plantas clasificadas con un mecanismo “desconocido” resulta en una 
evidencia adicional a las ya reportadas para sospechar de, al menos, un tercer mecanismo de 
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resistencia de bases moleculares que no pudieron dilucidarse hasta el momento (Nandula et 
al., 2013; Chatham et al., 2015). La prevalencia de plantas resistentes sin un mecanismo de 
resistencia conocido en Ohio no sólo respalda esta observación, sino que también proporciona 
evidencia de que este posible tercer mecanismo podría estar tan extendido como otros 
mecanismos de resistencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.2 Resistencia a lactofen 
 
 A modo general, se observó una baja frecuencia de resistencia a lactofen en 8 de las 22 
poblaciones de A. tuberculatus estudiadas (Tabla 14, Figura 21). Las 14 poblaciones restantes 
no presentaron ningún individuo sobreviviente. La mayor parte de la resistencia observada 
estuvo concentrada en unas pocas poblaciones, indicando que la resistencia a inhibidores de la 
PPO podría estar geográficamente restringida a una región del estado de Ohio. La 
identificación de campos con y sin resistencia posibilita, en este sentido, el aislamiento y 
mantenimiento de alelos susceptibles en toda la región. Dos poblaciones presentaron una 
frecuencia relativamente alta de resistencia a lactofen. En dichas poblaciones, 19 y 33, la 
deleción ΔG210 se observó en el 35% y el 45% de las plantas tratadas, respectivamente 
(Tabla 14). La sustitución R98 no se observó en ninguna planta resistente. Se observaron 
Tabla 13. Mecanismos de resistencia a glifosato. nº S: número de plantas 
susceptibles. nº R: número de plantas resistentes. Doble: Amplificación 
génica y P106S en la misma planta.  
Población nº S nº R Amp. génica P106S Doble Desconocido 
1 4 16 12 0 1 3 
10 9 11 2 1 0 8 
14 4 16 5 0 0 11 
16 1 19 3 0 0 16 
17 2 18 9 0 0 9 
18 0 20 16 0 0 4 
19 2 18 15 0 3 0 
30 8 12 10 1 0 1 
31 2 18 15 0 0 3 
33 14 6 1 0 2 3 
35 5 15 1 0 0 14 
36 2 18 6 2 5 5 
60 6 14 0 0 0 14 
62 13 7 3 1 0 3 
67 6 14 13 0 0 1 
69 10 10 6 0 0 4 
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varios casos de supervivencia de plantas sin ningún mecanismo de resistencia conocido. De 
hecho, la resistencia en plantas de las poblaciones 14, 60, 62, 67 y 69 no puede explicarse 
mediante ninguno de los mecanismos conocidos. A raíz de esta observación, se realizó una 
aplicación adicional de lactofen sobre 20 individuos de las poblaciones 14 y 60 (seleccionadas 
en base a la disponibilidad de semillas). No hubo sobrevivientes luego de esta segunda 
aplicación, por lo cual no está claro si las plantas sobrevivientes iniciales fueron 
verdaderamente resistentes o no se pudieron controlar por otras razones. 
 
Tabla 14. Mecanismos de resistencia a lactofen. nº S: 
número de plantas susceptibles. nº R: número de plantas 
resistentes. 
Población nº S nº R ΔG210 R98 Desconocido 
1 20 0 0 0 0 
2 20 0 0 0 0 
3 20 0 0 0 0 
4 20 0 0 0 0 
10 19 1 1 0 0 
11 20 0 0 0 0 
14 39 1 0 0 1 
16 20 0 0 0 0 
17 20 0 0 0 0 
18 20 0 0 0 0 
19 12 8 7 0 1 
20 20 0 0 0 0 
30 20 0 0 0 0 
31 20 0 0 0 0 
33 8 12 9 0 3 
35 20 0 0 0 0 
36 20 0 0 0 0 
55 20 0 0 0 0 
60 37 3 0 0 3 
62 19 1 0 0 1 
67 19 1 0 0 1 
69 17 3 0 0 3 
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Figura 21. Distribución de la resistencia a lactofen en las poblaciones de A. tuberculatus de Ohio. 
La sustitución R98 no fue detectada en ninguna población. 
 
4.3.3 Resistencia a atrazina 
 
 En este caso, se observó una baja frecuencia de resistencia a lo largo de la mayoría de 
las poblaciones aplicadas (Tabla 15, Figura 22). Interesantemente, sólo la población 14 no 
presentó plantas resistentes, aunque no se descarta que sea consecuencia del particularmente 
bajo número de individuos estudiados en esta población. Algunas poblaciones exhibieron 
altas tasas de superviviencia, como las poblaciones 1 (95%) y 19 (46%) (Tabla 15).  
 La baja frecuencia de resistencia a atrazina en casi todas las poblaciones podría indicar 
que este herbicida es utilizado como un herbicida de "último recurso". Mientras que una 
aplicación de atrazina puede controlar a A. tuberculatus a un nivel razonable en la mayoría de 
los campos, la presencia de niveles mensurables de resistencia sugiere que una aplicación 
repetida podría conducir rápidamente a la falla del herbicida (Jasieniuk et al., 1996). El único 
mecanismo conocido de resistencia a atrazina asociado al sitio de acción en A. tuberculatus, la 
sustitución G264S en la proteína D1, no se observó en ninguna planta resistente (Tabla 15). 
Previamente, otro grupo de investigadores observaron una situación similar con la resistencia 
a atrazina en poblaciones de esta especie del estado de Missouri (Schultz et al., 2015). 
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Actualmente, no existen ensayos fiables basados en genómica para estudiar la resistencia a 
atrazina mediada por GST (glutatión S-transferasa), por lo cual este mecanismo no asociado 
al sitio de acción no fue analizado.  
 
Tabla 15. Mecanismos de resistencia a atrazina. nº 
S: número de plantas susceptibles. nº R: número de 
plantas resistentes. 
Población nº S nº R G264S Desconocido 
1 1 19 0 19 
11 18 2 0 2 
14 15 0 0 0 
18 14 1 0 1 
19 8 7 0 7 
30 12 3 0 3 
31 10 5 0 5 
33 11 4 0 4 
35 17 3 0 3 
36 14 1 0 1 
60 15 0 0 0 
62 12 3 0 3 
67 14 1 0 1 
 
 
 
Figura 22. Distribución de la resistencia a atrazina en las poblaciones de A. tuberculatus de Ohio. 
La sustitución G654S no fue detectada en ninguna población. 
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4.3.4 Análisis integrado y perspectivas 
 
 A medida que nuevos alelos de resistencia son identificados y caracterizados, la 
fidelidad de la cuantificación de la resistencia mediante mecanismos moleculares se acerca 
cada vez más al fenotipado tradicional. Sin embargo, como se observa en este capítulo para la 
resistencia a glifosato, lactofen y atrazina en A. tuberculatus, existen zonas grises en el 
conocimiento de los mecanismos de resistencia. Las encuestas, censos y relevamientos 
proveen de una oportunidad única no sólo para cuantificar la resistencia campo a campo en 
extensas regiones, sino también para identificar poblaciones que posean nuevos alelos de 
resistencia plausibles de ser caracterizados. El relevamiento continuo de ciertas poblaciones 
permitirá incrementar el conocimiento acerca de cómo la resistencia a herbicidas evoluciona a 
lo largo de los años, a la vez que nos permitirá identificar aquellas poblaciones en las que 
nuevos mecanismos han aparecido en una frecuencia a la cual la caracterización se vuelve 
necesaria.  
 Un subgrupo importante de las poblaciones analizadas presentó resistencia múltiple a 
varios herbicidas. Siete de las poblaciones (1, 10, 18, 30, 31, 35 y 69) presentaron resistencia 
a dos sitios de acción diferentes, mientras que cinco poblaciones (19, 33, 36, 62 y 67) 
presentaron resistencia múltiple a los tres sitios de acción abordados. Si bien cada planta fue 
tratada con un único herbicida, se espera que la naturaleza alógama obligada de A. 
tuberculatus conduzca a la recombinación de los loci involucrados en la resistencia y a la 
generación de plantas con resistencia múltiple. 
  Finalmente, resulta pertinente resaltar nuevamente que sólo se seleccionaron campos 
infestados para este estudio. Por lo cual si una población tenía muy poca o ninguna resistencia 
al programa de herbicidas implementados en un campo dado, el campo no se consideraría 
para el muestreo. Este procedimiento probablemente enriqueció la muestra con poblaciones 
que presentan resistencia a los programas de herbicidas dominantes dentro de la región, y en 
consecuencia, se esperarían altos niveles de resistencia a al menos un herbicida 
(generalmente, a glifosato). Si se utilizara un enfoque de muestreo más aleatorio en todo el 
estado de Ohio, la frecuencia de resistencia observada en este proyecto probablemente 
disminuiría. 
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4.4 CONCLUSIONES 
 
 Este estudio sugiere que la resistencia a glifosato en A. tuberculatus está tan extendida 
en los cultivos de soja de Ohio como lo está en otros estados. El principal mecanismo de 
resistencia a glifosato parece ser la amplificación génica, aunque es muy probable que existan 
mecanismos de resistencia desconocidos dentro de las poblaciones analizadas. La resistencia a 
los herbicidas inhibidores de PPO parece poco frecuente, pero se concentra en pocas 
poblaciones, lo que brinda una oportunidad de control de dispersión de la resistencia. Se 
observó resistencia a atrazina a bajas frecuencias en casi todas las poblaciones ensayadas, lo 
cual indica que su capacidad de control sobre esta especie podría comenzar a fallar en un 
futuro cercano. Estos resultados en su conjunto permiten aceptar la hipótesis acerca de la 
presencia de niveles mensurables de resistencia a estos herbicidas en el estado de Ohio, 
planteada en la sección 4.1.  
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        Regeneración in vitro de plántulas de trigo 
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CAPÍTULO 4 
 
EXPRESIÓN DE ALELOS als RESISTENTES EN PLANTAS TRANSGÉNICAS DE 
Arabidopsis thaliana Y TRIGO 
  
5.1 INTRODUCCIÓN 
 
 En un contexto donde la población mundial se proyecta en nueve mil setecientos 
millones de personas para el año 2050, se estima un incremento en la demanda de alimentos 
de un 50% y múltiples estudios indican que el aumento en el rendimiento de los cultivos es 
una necesidad inminente. El desafío más importante radica en el compromiso de desarrollar 
sistemas sustentables sin aumentar el área cultivable total y minimizando los recursos 
utilizados (Struik y Kuyper, 2017). Para ello, resulta clave el desarrollo de tecnologías que 
contribuyan a aumentar el rendimiento de los cultivos, ya sea directamente o mediante una 
mayor tolerancia a factores de estrés biótico y/o abiótico. Así, la biotecnología vegetal juega 
un rol clave en la satisfacción de estas demandas.  
 En las últimas décadas, la ingeniería genética ha permitido obtener grandes logros 
relacionados al incremento en la resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas en variedades 
de soja, maíz y algodón. De hecho, en Argentina ha habido un incremento incesante en la 
utilización de cultivos genéticamente modificados desde su primera incorporación a fines de 
la década de 1990. Un censo de la campaña 2016/2017 reveló que la superficie de cultivos 
transgénicos representa prácticamente al 100% de la superficie total de soja, al 100% de la 
superficie total de algodón y al 96% de la superficie total de maíz (ISAAA, 2017). 
 El trigo (Triticum aestivum) es uno de los cereales más importantes en el mundo y está 
estrechamente ligado al desarrollo económico, la seguridad alimentaria, la salud y la nutrición 
humana. Si bien se ha utilizado la modificación genética para mejorar la tolerancia al estrés, el 
rendimiento y la calidad del grano en esta especie, a diferencia de otros cultivos, aún no se ha 
comercializado trigo transgénico. Por el contrario, las variedades de trigo desarrolladas hasta 
la fecha se han obtenido principalmente por técnicas de mejoramiento clásicas, las cuales son 
muy lentas y, en muchos casos, conllevan dificultades para la hibridación de la especie dadora 
con la variedad de interés (Jauhar 2006).  
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 Por su parte, las nuevas tecnologías que utilizan herramientas como la transgénesis y 
la edición génica ya han mostrado su potencial para desarrollar trigo transgénico (Li et al., 
2012). Sin embargo, deben enfrentarse a una especie hexaploide, con un gran genoma, un alto 
número de secuencias repetidas de ADN y una limitada habilidad de regeneración (Bhalla, 
2006). Adicionalmente, estos métodos requieren de la utilización de marcadores de selección 
para favorecer la multiplicación de las células iniciales transformadas. Si bien la aplicación de 
marcadores de selección en el proceso de transgénesis ha permitido incrementar la eficiencia 
del proceso, la remanencia de los mismos dentro de los genomas vegetales podría 
eventualmente representar efectos indeseados en la variedad transformada, y hasta en la salud 
y el medio ambiente (Li et al., 2012). Un nuevo evento biotecnológico recientemente 
desarrollado en Argentina, llamado trigo HB4 (Trigall Genetics), representa la primera 
posibilidad en el mundo para la comercialización de trigo transgénico. El trigo HB4, tolerante 
a sequía y al herbicida glufosinato de amonio (inhibidor de la glutamina sintetasa), fue 
lanzado públicamente y logró dictámenes favorables de la Comisión Nacional Asesora de 
Biotecnología Agropecuaria (Conabia) y del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 
Agroalimentaria (Senasa). 
 Mayoritariamente, los marcadores de selección utilizados para la transformación de 
trigo hasta el momento consistieron en genes bacterianos de resistencia a antibióticos (nptII, 
hpt) (Ortiz et al., 1996) o en genes bacterianos de resistencia a herbicidas (bar, CP4) 
(Sahrawat et al., 2003). Así, podría existir un riesgo –por más pequeño que sea– de 
transferencia de genes de resistencia a antibióticos a bacterias patógenas o de genes de 
resistencia a herbicidas a malezas poblemáticas (Puchta, 2000; Smalla et al., 2000).  
 Algunos investigadores han propuesto estrategias para remover los agentes de 
selección luego de la transformación, como la co-transformación (Permingeat et al., 2003), la 
recombinación sitio-específica (Srivastava y Ow, 2004) y la eliminación mediada por 
transposones (Puchta, 2003). Inclusive es posible transformar sin utilizar un marcador de 
selección (Permingeat et al., 2003), pero esto involucra el screening de un número muy 
elevado de explantos. A través de la co-transformación, se logra la integración independiente 
del transgén de interés y el marcador de selección, posibilitando la segregación de estos dos 
genes en las próximas generaciones, como ya se ha demostrado en trabajos previos (Yao et 
al., 2006; Yao et al., 2007). 
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 En contraste a los marcadores de selección convencionales, algunos genes derivados 
de plantas resultan prometedores debido a su mayor eficacia de transformación y a un 
potencial menor impacto en la salud y el medio ambiente (Gao et al., 2011). Particularmente, 
Ogawa et al. (2008) obtuvieron una alta eficiencia de transformación de la variedad Bobwhite 
de trigo utilizando una versión del gen de la ALS de arroz portando las sustituciones W574L 
y S653I en simultáneo. En este trabajo fueron capaces de seleccionar plantas transformantes 
utilizando bispiribac sódico, un principio activo perteneciente a la familia de los 
pirimidiniltiobenzoatos (PTB). En dicha investigación se utilizaron las regiones promotoras y 
terminadoras del gen original de arroz, y no se testeó el fenotipo de resistencia a herbicidas de 
otras familias de inhibidores de la ALS.  
 El objetivo de este capítulo consistió en la construcción de vectores de expresión 
portadores de distintas versiones del gen als bajo el control de un promotor constitutivo 
fuerte, para ser utilizados como genes selectores en eventos de co-transformación de trigo. De 
esta forma, se procuró el desarrollo de una herramienta que permitiera utilizar bajas 
concentraciones de múltiples agentes de selección cuya resistencia esté aportada por un único 
gen. Para ello, se realizaron inicialmente pruebas de concepto en Arabidopsis thaliana 
mientras se optimizaban los medios y condiciones para la embriogénesis somática de trigo 
mediante cultivo in vitro. A partir de un modelado estructural tridimensional se hipotetizó que 
las sustituciones A282D y W574L (halladas en A. palmeri en el Capítulo 1) ocurriendo en 
simultáneo, podrían significar una mayor resistencia a inhibidores de la ALS, por lo cual se 
decidió analizar la funcionalidad de esta versión alélica en comparación con la de los alelos 
als282 y als574, analizados individualmente. 
 
Objetivo 
 
Desarrollar un marcador de selección para co-transformación de trigo a partir de un 
gen als que otorgue resistencia a las cinco familias de herbicidas pertenecientes al grupo B.  
 
Hipótesis de trabajo 
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  Una versión mutada del gen als de A. palmeri puede utilizarse como marcador de 
selección para la transformación de trigo, otorgando resistencia a distintas familias de 
herbicidas inhibidores de la ALS. 
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5.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.2.1 Construcción de vectores de expresión para Arabidopsis thaliana  
 
 Inicialmente, cuatro versiones del gen als fueron subclonadas en un vector de 
expresión apto para A. thaliana. Estas versiones fueron nombradas como: “alsWT” (de wild 
type), “als282”, “als574” y “alsR” (para aquella versión portando las sustituciones 282 y 574, 
cuya funcionalidad se quería evaluar). La versión alsR fue sintetizada artificialmente en 
GenScript dentro de un vector pUC19, mientras que las versiones alsWT, als282 y als574 
fueron obtenidas a partir de los plásmidos construidos en el capítulo 1 (Tabla 5, Alelos A, B y 
C, respectivamente). Se diseñaron oligonucleótidos específicos que amplifican el gen als en 
su totalidad (X8: 5’-GCGTAGGAGCTCGACTAAGCTTCAACAATGG-3’ y X9: 5’-
CGCTCCACTAGTCCTACAAAAAGCTTCTCCTCT-3’) y que incluyen los sitios de reconocimiento 
para las enzimas de restricción SpeI y SacI, de manera de generar sitios compatibles con el 
vector de expresión en plantas pZAV (construido a partir del vector pTF101.1).  
 Las reacciones de amplificación consistieron en ~10 ng de plásmido molde, 500 nM 
de oligonucleótidos, 1,5 mM de MgCl2, 200 μM de dNTPs, 1X de buffer, 1 unidad de Q5
®
 
High-Fidelity DNA polymerase (polimerasa de alta fidelidad, New English Biolabs), y H2O 
ultrapura hasta alcanzar un volumen final de 50 μL. Las condiciones de ciclado fueron: 98 ºC 
durante 1 min, 35 ciclos de 98 ºC durante 10 s, 60 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 1 min, y un 
intervalo de extensión final a 72 ºC durante 7 min.  
 Los productos de amplificación y el vector pZAV fueron digeridos durante 1 h a 37 ºC 
con las enzimas de restricción SpeI y SacI (Promega) en reacciones que consistieron en: 10 
μL del ADN molde, 1 unidad de cada enzima, 0,3 μL de buffer 10X Multi-Core (Promega) y 
H2O ultrapura hasta alcanzar un volumen final de 30 μL.  Cada inserto digerido se ligó al 
vector pZAV previamente linealizado, durante 16 horas a 4 ºC en reacciones que consistieron 
en: 6 μL de inserto als digerido, 2 μL de vector pZAV digerido, 1 unidad de T4 DNA ligasa 
(Promega), 1 μL de buffer 10X T4 DNA liagasa. Paso siguiente, se transformaron células 
competentes de E. Coli DH5α con cada una de las ligaciones, de acuerdo a protocolos 
estándar (Sambrook y Russell, 2001). Las transformantes fueron seleccionadas en placas con 
medio Luria-Bertani (LB) suplementadas con 100 μg/mL de espectinomicina, antibiótico para 
el cual el vector pZAV otorga resistencia.  
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 La integración del inserto fue chequeada por PCR de colonia con los oligonucleótidos 
pLL15 (5’-TGTGATATCTCCACTGACGTAAGG-3’) y X4 (Tabla 2). Para ello, se 
inocularon colonias individuales en tubos conteniendo 25 μL de agua destilada y los mismos 
fueron sometidos a 100 ºC durante 10 min. Alícuotas de 1 μL de estas suspensiones se 
utilizaron como molde para la amplificación, que siguió el protocolo descripto al inicio de 
esta sección, con las siguientes modificaciones: se amplificó con la enzima GoTaq DNA 
polimerasa (Promega), el tiempo de extensión fue de 45 s y la temperatura de hibridación fue 
de 58 ºC. Los productos de amplificación se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa 
al 1% y, en base a la presencia de un producto de 855 pb, se seleccionaron cuatro colonias 
positivas para cada versión alélica. A partir de las mismas se iniciaron cultivos en 5 mL de 
medio LB líquido suplementado con 100 μg/mL de espectinomicina que fueron incubados a 
37 ºC durante toda la noche.  
 Finalmente, se realizaron minipreparaciones plasmídicas, de acuerdo al protocolo de 
purificación de ADN plasmídico de Promega (Wizard
®
 Plus SV Minipreps, DNA Purification 
System protocol, Promega). Los plásmidos recombinantes fueron nuevamente chequeados, 
mediante digestión con la enzima de restricción EcoRI y electroforesis de los fragmentos de 
ADN en gel de agarosa al 1%. Confirmado el patrón de digestión esperado, los plásmidos se 
enviaron a secuenciar (Marcogen Inc., Korea) utilizando los oligonucleótidos X5, X6 y X7 
diseñados para cubrir la totalidad del marco abierto de lectura del gen als (Tabla 2). 
 
5.2.2 Transformación de Agrobacterium tumefaciens y de Arabidopsis thaliana 
 Se procedió a realizar la transformación por electroporación de células competentes de 
la cepa GV3101 de A. tumefaciens, que dispone del background genético para infectar plantas 
de A. thaliana eficientemente. La preparación de células competentes GV3101 fue realizada 
de acuerdo a Wang (2006) y la transformación fue realizada mediante un electroporador 
MicroPulser (Biorad) con plásmidos pZAVals conteniendo cada una de las versiones alélicas, 
según se detalla en el manual del fabricante. Aquellas colonias transformadas de A. 
tumefaciens capaces de crecer en medios LB suplementados con Rifampicina 50 μg/mL, 
Gentamicina 25 μg/mL y Espectinomicina 100 μg/mL (medio LB-RGE) fueron chequeadas 
por PCR de colonia (según lo descripto en 5.2.1). Posteriormente, se iniciaron cultivos de 2 
mL de medio LB-RGE para cada colonia positiva durante 16 horas a 28 ºC y luego se 
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amplificaron a 200 mL  para ser utilizados en la infiltración de plantas de A. thaliana. Por su 
parte, las plantas de A. thaliana fueron crecidas durante siete semanas en cámara de cultivo 
bajo un fotoperíodo de 16 h, una temperatura de 22-23 ºC, una intensidad lumínica de 110-
140 μmol/m2s y una humedad del 40-60%. La transformación, conocida como “floral dip”, se 
realizó sumergiendo 20 plantas de A. thaliana por construcción en un medio conteniendo los 
precipitados bacterianos de A. tumefaciens resuspendidos en 5 % de sacarosa y 0,5 % de 
Silwet L-77 (Wang, 2006). Las macetas se colocaron en posición horizontal y se cubrieron 
con bolsas para mantener la humedad durante 72 horas. Cumplido este plazo, fueron 
colocadas en posición vertical nuevamente para que las plantas completen su ciclo de vida, 
momento en el cual dejaron de regarse y fueron conducidas a madurez para colectar las 
semillas y realizar la selección de transformantes en la progenie.  
 
5.2.3 Selección y chequeo de las transformantes 
 
Las semillas de A. thaliana obtenidas (T1), fueron crecidas y seleccionadas tanto en 
maceta por rociado con glufosinato de amonio 300 μM, como en medios de cultivo 
semisólidos artificiales (MS-agar 1%) suplementados con 10 mg/mL de glufosinato de 
amonio. Esta última concentración fue determinada mediante la construcción de una curva de 
selección en donde se creció al ecotipo salvaje Col0 en presencia de 0, 1, 10, 50 y 100 mg/mL 
de glufosinato de amonio. En todos los ensayos se utilizaron plantas Col0 sin transformar 
como controles negativos de crecimiento en los medios selectivos. Las plantas resistentes 
fueron trasplantadas y sus hojas fueron utilizadas para extracción de ADN genómico y 
posterior confirmación de transgénesis por una reacción de PCR específica para la 
construcción que amplifica un fragmento quimérico (vector-inserto) de 855 pb 
(oligonucleótidos pLL15 y X4, protocolo descripto en la sección 5.2.1).  
Dado que las plantas T1 son hemicigotas, algunos individuos de la generación T2 
provenientes de la autopolinización de cada evento no contendrán el transgén. Así, la T2 fue 
sometida a aplicaciones de glufosinato de amonio 300 μM para obtener una generación T3 
con mayor proporción de individuos transgénicos. Adicionalmente, el chequeo de una 
segregación 3:1 en la generación T2 permite descartar la presencia de eventos de inserción 
múltiple o complejos (Wang, 2006). Los individuos de la generación T3 sobrevivientes al 
agente de selección fueron utilizados en los ensayos que se describen a continuación. 
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5.2.4 Evaluación de la resistencia en las plantas transgénicas 
 
 5.2.4.1 Niveles de expresión del transgén 
  
Se realizó la extracción de ARN y síntesis de ADNc a partir de tres plantas 
individuales de cada evento transgénico y de plantas Col0 siguiendo el protocolo detallado en 
3.2.2.6. Los niveles de expresión del transgén se estudiaron a través de la técnica de PCR 
cuanitativa en tiempo real. Un fragmento de 62 pb del transgén fue amplificado por los 
siguientes oligonucleótidos específicamente diseñados: p16als (directo), 5’-
GGCACATACATACCTCGGGA-3’ y p17als (reverso), 5’-ATTTGAGCATATCCGGGAAG-
3’. El gen codificante de la PDF2 (subunidad regulatoria de la proteín-fosfatasa 2A) fue 
utilizado como gen endógeno de referencia previamente validado (Czechowski et al., 2005), 
amplificándose un fragmento de 61 pb con los siguientes oligonucleótidos: pEND1 (directo), 
5’-TAACGTGGCCAAAATGATGC-3’ y pEND2 (reverso), 5’-GTTCTCCACAACCGCTTGGT-
3’. Las reacciones fueron preparadas en un volumen final de 25 μL, conteniendo 200 nM de 
los oligonucleótidos específicos, 1X de RealMix qPCR de Biodynamics y 0,5 μL de ADNc. 
Cada réplica biológica fue procesada por triplicado técnico. Las amplificaciones se realizaron 
en un termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen) programado como se detalla en la sección 
2.2.4.3. El experimento incluyó un control negativo con molde sin retrotranscribir para 
descartar la presencia de ADN remanente en las muestras. Las cuantificaciones comparativas 
de los valores Ct (método ∆∆Ct) fueron hechas con el software REST (Pfaffl et al., 2002). Las 
medidas de cuantificación relativa fueron utilizadas para expresar los resultados como el 
número de veces en que la expresión del transgén se vio “modificada” respecto a las plantas 
transformadas con la versión alsWT. Las diferencias estadísticamente significativas fueron 
estimadas a través del test de aleatorización provisto por el software REST. El evento que 
presentó mayor expresión fue utilizado en los ensayos que se describen en las secciones 
siguientes. 
 
5.2.4.2 Actividad ALS 
 
Se obtuvieron extractos crudos de la enzima ALS a partir de las hojas de diez plantas 
T3 seleccionadas del evento alsR1, del evento alsWT y de diez plantas Col0. Los extractos 
fueron a su vez parcialmente purificados por precipitación con (NH4)2SO4 y posteriormente 
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sometidos a ensayos de actividad in vitro en ausencia de herbicidas y en presencia 1 y 50 μM 
de imazetapir, 10 μM de clorimurón-etil y 10 μM de diclosulam; mediante el método de 
Westerfeld modificado. Se analizaron tres réplicas técnicas por extracto. Los protocolos de 
extracción y medición de actividad han sido descriptos previamente por Poston et al. (2002) y 
Yu et al. (2010), respectivamente. Los valores obtenidos fueron sometidos a un análisis de la 
variancia (ANOVA) unifactorial en el software Sigma-Plot y las diferencias estadísticamente 
significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con un nivel de significancia del 
5% (α = 0.05). 
 
5.2.4.3 Crecimiento en medios suplementados con inhibidores de la ALS  
  
Paralelamente a los ensayos descriptos previamente, cerca de 300 semillas T3 del 
evento alsR1 y del evento alsWT fueron sembradas en placas MS-agar 1% suplementadas con 
0, 0,1, 1 y 10 μM de imazetapir, clorimurón-etil y diclosulam. Las placas fueron incubadas a 
22 ºC en cámara de cultivo bajo un fotoperíodo de 12 h y una intensidad lumínica de 200 
μmol/m2s. Cumplido un plazo de diez días, se registró fotográficamente el crecimiento de 
cada evento bajo las distintas condiciones. Estos experimentos fueron repetidos dos veces. 
 
5.2.4.4 Curvas dosis-respuesta por riego 
 Se realizó un ensayo in vivo adicional que consistió en el regado de plantas T3 de los 
eventos alsR1, alsWT y plantas del ecotipo Col0 con agua, imazetapir 0,1 μM, imazetapir 1 
μM, clorimurón-etil 1 μM y diclosulam 1 μM (por separado). Los tratamientos comenzaron 
cuando las plantas alcanzaron un estadio de cuatro hojas y consistieron en tres réplicas 
(macetas) de cuatro individuos. Luego de seis semanas de regado por capilaridad con 200 mL 
de cada solución con una frecuencia de tres días, se registró fotográficamente el desarrollo de 
las plantas y cada una de ellas fue cosechada y secada hasta pesada constante. El peso seco 
promedio se comparó entre eventos y entre tratamientos con herbicidas por medio de un 
análisis de la varianza (ANOVA) utilizando el software Sigma-Plot.  
  
  
 
CAPÍTULO 4   |    124 
 
5.2.5 Construcción de vectores pMF6als para expresión en trigo 
 
 Se procedió a la construcción de vectores de expresión portando distintas versiones del 
gen als para ser potencialmente utilizados como genes selectores en eventos de co-
transformación de trigo. Se llevó a cabo el subclonado en el vector pMF6 de tres versiones 
alélicas (alsWT, als282 y als574) previamente clonadas en los vectores de expresión pGEM-T 
Easy. El vector de expresión pMF6 contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (CaMV), el primer intrón de la alcohol deshidrogenasa 1 de maíz (Adhl1) y la región 
de poliadenilación de la nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens, siendo ideal 
para la expresión en monocotiledóneas (Callis et al., 1987). Sin embargo, carece de 
marcadores de selección para transformación vegetal. 
 La estrategia completa de subclonado fue similar a la descripta para el vector pZAV en 
la sección 5.2.1, con las siguientes modificaciones. La amplificación de las versiones alélicas 
als en los vectores de partida se realizó con los oligonucleótidos X10 (5’-
CGGGATCCCTTCAAGCTTCAACAATGG-3’) y X11 (5’-GGGGTACCCCTACAAAAAGCTTCTCCTCT-
3’), conteniendo los sitios de restricción BamHI y KpnI compatibles con el vector pMF6. La 
digestión de los insertos y el vector se realizó con las enzimas de restricción BamHI y KpnI 
(Promega). La integración del inserto fue chequeada por PCR de colonia con los 
oligonucleótidos X1 y X4 (Tabla 2), utilizando colonias no transformadas como control 
negativo de amplificación endógena. Los plásmidos recombinantes obtenidos fueron 
chequeados previo a la secuenciación mediante digestión con la enzima de restricción HindIII 
(Promega) y electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.   
 
5.2.6 Construcción de curvas de selección con imazetapir en cultivo in vitro de trigo 
  
 Se iniciaron cultivos in vitro de trigo del cultivar Klein Brujo a partir de embriones 
inmaduros de 0,2-0,5 mm para la inducción de callos embriogénicos. Las plantas de trigo 
dadoras fueron geminadas y crecidas en macetas con una mezcla 70:20:10 tierra:arena:perlita 
a 19-22 ºC, 150 μmol/m2s de intensidad lumínica, un fotoperíodo de 16 h y una humedad del 
40-60%. Los embriones fueron extraídos bajo lupa en campana de flujo laminar y 
posicionados con el escutelo hacia arriba en placas con medio MS-IND, las cuales fueron 
incubadas en oscuridad a 25 ºC. El medio MS-IND se formuló de la siguiente manera: 4,3 g/L 
de una mezcla de sales basales MS (M5524, Sigma-Aldrich), 1 g/L de vitaminas MS (M7150, 
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Sigma-Aldrich), 30 g/L de maltosa, 1mg/L de 2,4 D (D7299, Sigma-Aldrich), 100 mg/L de 
glutamina 100 mg/L de asparagina, 150 mg/L de prolina y 8 g/L de agar. Los aminoácidos se 
prepararon en una solución concentrada, se esterilizaron por filtrado y se agregaron al medio 
con el resto de las sustancias luego de su ajuste a pH 5,8 y autoclavado. A partir de la segunda 
semana de incubación en medio MS-IND, se desarrollaron curvas de selección en el mismo 
medio suplementado con 0, 1, 2 y 5 μM de imazetapir. Luego de cuatro semanas, se evaluó el 
porcentaje de inducción y los callos fueron transferidos a un medio de regeneración de 
plantas, MS-REG, suplementado con las mismas concentraciones de imazetapir. El medio 
MS-REG se formuló de la siguiente manera: 4,3 g/L de una mezcla de sales basales MS 
(M5524, Sigma-Aldrich), 1 g/L de vitaminas MS (M7150, Sigma-Aldrich), 30 g/L de 
maltosa, 0,5 mg/L de BAP (bencilaminopurina), 0,05 mg/L de AAN (ácido alfa-
naftalenacético) y 8 g/L de agar. El medio fue ajustado a pH 5,8 y todos sus componentes 
fueron autoclavados. Cumplido un lapso de cuatro semanas de incubación a 25 ºC con un 
fotopoeríodo 12/12 hs luz/oscuridad y una intensidad lumínica de 250 μmol/m2s, se evaluaron 
los porcentajes de regeneración. Cada tratamiento consistió en tres repeticiones (placas 
individuales) conteniendo 20 embriones. Para cuantificar los niveles de inducción y 
regeneración en cada explanto se utilizó una escala del 1 al 5, donde 1 implicó ausencia de 
callos o partes verdes respectivamente, 2, 3 y 4 cantidades sucesivamente mayores y 5, el 
mismo nivel de inducción o regeneración que los explantos de los controles crecidos en 
medios no selectivos (sin imazetapir). 
 
5.2.7 Transformación y selección in vitro de trigo transgénico 
 
5.2.7.1 Pretratamiento de los explantos 
 
 Se extrajeron embriones inmaduros de trigo del cultivar Klein Brujo según lo descripto 
en la sección 5.2.6. Los embriones fueron inmediatamente incubados en placas con medio 
MS-IND en oscuridad a 25 ºC durante 4 días. Luego, fueron transferidos a otro medio para 
realizarles un tratamiento osmótico que favorece la deshidratación del callo formado y la 
incorporación del transgén. Este medio, llamado MS-OSM, tuvo la misma composición que el 
medio MS-IND con el agregado adicional de manitol 0,5 M. Los callos se incubaron en este 
medio durante 4 horas en oscuridad y a 25 ºC y luego fueron bombardeados con 
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micropartículas de tungsteno cargadas con los plásmidos pMF6als, como se detalla en las 
siguientes secciones. 
 
5.2.7.2 Preparación de las micropartículas recubiertas con ADN 
 
 Se suspendieron 50 mg de partículas de tungsteno de 1 μm de diámetro (M17, Biorad) 
en 1 mL de isopropanol. Posteriormente, se realizó un pulso de sonicación durante 1 segundo 
y se centriugó la muestra a 2000 g durante 1 min. Se descartó el sobrenadante y se realizó un 
lavado con 1 mL de agua destilada estéril en agitación vigorosa. Se centrifugó a 2000 g y se 
descartó el sobrenadante. Este lavado se repitió tres veces y finalmente se resuspendieron las 
partículas en 1 mL de agua destilada estéril de manera de lograr una concentración de 50 
μg/μL. Las partículas se almacenaron en freezer a -20 ºC hasta el momento de su utilización. 
 La precipitación del ADN (plásmidos pMF6alsWT, pMF6als282 y pMF6als754) sobre 
las partículas de tungsteno se realizó en alícuotas con un volumen suficiente para cuatro 
disparos. Inicialmente, se colocaron 65 μL de la suspensión de partículas en un tubo de 1,5 
mL. A continuación, se agregaron 10 μg de plásmido (2,5 μg/ disparo) o agua destilada estéril 
en el caso de los controles sin vector. Inmediatamente se agregaron 75 μL de nitrato de calcio 
1 M pH 10 y se agitó en vórtex durante 1 min. Se realizó una incubación en hielo durante 10 
min seguida de una centrifugación durante 1 min a 3000 g. Se descartó el sobrenadante, se 
lavaron las partículas con isopropanol 70% v/v y se las centrifugó nuevamente durante 1 min 
a 3000 g. Finalmente, las partículas se resuspendieron en 65 μL de isopropanol puro y 
alícuotas de 15 μL fueron utilizadas para cada disparo. 
 
5.2.7.3 Bombardeo con acelerador de micropartículas 
 
 Los disparos se realizaron en tres momentos independientes, sobre un total de 12 
placas por construcción, cada una de ellas conteniendo entre 20 y 35 callos. Así, el número 
total de callos disparados por construcción fue de aproximadamente 300. En paralelo al 
control de transformación con el plásmido portando la versión alsWT, se realizaron otros 
controles. Por un lado, el control de selección, que consistió en placas conteniendo callos 
bombardeados con partículas vacías (sin plásmido) y sometidos al agente de selección. Este 
control permitió detectar/descartar la presencia de escapes durante el proceso de selección. 
Adicionalmente, como la selección se realiza durante la etapa de regeneración, este control 
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permitió corroborar si las condiciones del tratamiento osmótico, el bombardeo y la inducción 
fueron las propicias para el desarrollo normal de los explantos. Por otro lado, el control de 
regeneración, que consistió en placas con explantos crecidos sin bombardear y sin 
seleccionar. Este control permitió corroborar si las condiciones de regeneración fueron las 
apropiadas para el desarrollo normal de los explantos. 
 Previo al bombardeo, se encendió la campana de flujo laminar y se realizó la 
esterilización del acelerador de micropartículas y todos sus accesorios con etanol 70% v/v. 
Los macrocarriers y los discos de ruptura fueron esterilizados con etanol 70% v/v durante 15 
minutos y luego sumergidos en etanol absoluto y secados dentro de la campana. Luego, los 
macrocarriers fueron colocados dentro de los holders utilizando pinzas esterilizadas a la 
llama. Armado el sistema (como se muestra en la Figura 23), se efectuaron los bombardeos 
utilizando el acelerador de micropartículas Biomics. La presión de helio utilizada 
correspondió a 1200 psi por disparo y la distancia de la muestra a las micropartículas fue de 6 
cm (condiciones previamente optimizadas). 
 
 
Figura 23. Acelerador de micropartículas Biomics. 
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5.2.7.4 Selección de los explantos transgénicos 
 
 Luego de los bombardeos, los callos permanecieron en el medio MS-OSM durante 16 
horas en oscuridad a 25 ºC antes de ser devueltos al medio de inducción MS-IND original (no 
selectivo). La etapa de inducción continuó durante cuatro semanas con una transferencia a 
medio fresco a mitad del intervalo. Posteriormente, los callos fueron transferidos a medios 
MS-REG suplementados con 1 μM de imazetapir para seleccionar aquellos que desarrollaran 
estructuras vegetativas en presencia del agente de selección. Aquellos explantos que 
mostraron desarrollo de vástago luego de cuatro semanas, fueron transferidos a frascos de 
vidrio estériles de siete cm de alto conteniendo medio MS-REG para posibilitar un mejor 
desarrollo en altura. Luego de 15 días, estos individuos fueron transferidos a medios de 
enraizamiento (MS-ENR) e incubados bajo las mismas condiciones que durante la 
regeneración, de manera de favorecer el desarrollo del sistema radicular. Este medio se 
formuló de la siguiente manera: 4,3 g/L de mezcla de sales basales MS (M5524, Sigma-
Aldrich), 1 g/L de vitaminas MS (M7150, Sigma-Aldrich), 30 g/L de maltosa, 10 g/L de 
carbón activado y 8 g/L de agar. El pH fue ajustado, al igual que para los otros medios, a un 
valor de 5,8. Las plántulas que lograron su desarrollo fueron transferidas a vasos plásticos 
conteniendo perlita y cubiertos con bolsas plásticas para promover una aclimatación gradual y 
mantener un ambiente con alta humedad. Finalmente, las plantas fueron transferidas a tierra 
para completar su ciclo de vida y posibilitar la recolección de semillas.    
5.2.7.5 Confirmación de transgénesis 
 
 Se realizó un chequeo de incorporación del inserto para validar que la supervivencia al 
medio MS-REG selectivo fuese otorgada por el transgén. Para ello, se realizó la extracción de 
ADN de tejido foliar de las plantas recién transferidas a macetas, siguiendo las instrucciones 
del kit de extracción de ADN genómico Wizard (Promega Corp., Madison, WI). Acto 
seguido, se llevó a cabo una reacción de PCR que específicamente amplifica un fragmento del 
transgén. Como control de especificidad, se utilizó el ADN extraído de plántulas no 
transformadas regeneradas en medios no selectivos. Como control positivo de amplificación, 
se utilizó el plásmido pMF6alsWT como molde. Los oligonucleótidos utilizados (X1 y X4, 
Tabla 2) amplifican un fragmento de 670 pb del trangén. Las reacciones de amplificación 
consistieron en 100 ng de ADN molde, 500 nM de oligonucleótidos, 1,5 mM de MgCl2, 200 
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μM de dNTPs, 1X de buffer, 1 unidad de GoTaq DNA polimerasa (Promega), y H2O 
ultrapura hasta alcanzar volumen final de 25 μL. Las condiciones de ciclado fueron: 98 ºC 
durante 3 min, 35 ciclos de 98 ºC durante 10 seg, 60 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 1 min, y 
un intervalo de extensión final a 72 ºC durante 7 min.  
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5.3 RESULTADOS 
 
5.3.1 Construcción de vectores de expresión para A. thaliana 
 
 La estrategia de subclonado utilizada permitió construir diferentes versiones del vector 
pZAVals. Los vectores están constituidos por una de las versiones als (WT, als282, als574 y 
alsR) bajo control transcripcional del promotor CaMV 35S y el terminador tNOS. El vector 
también contiene el gen aadA que otorga resistencia a espectinomicina para selección de 
bacterias transformantes y el gen bar que otorga resistencia a glufosinato de amonio para 
selección de plantas transformantes (Figura 24). Como resultado de la digestión de los 
plásmidos recombinantes con la enzima de restricción EcoRI, pudieron observarse los tres 
fragmentos de ADN del tamaño esperado (930, 1320 y 9800 pb) en un gel de agarosa al 1 % 
(Figura 24, recuadro azul). Este chequeo, sumado a la amplificación de un fragmento 
quimérico por PCR y su posterior secuenciación, permitió corroborar la incorporación del 
inserto, su secuencia y su correcta orientación en todos los plásmidos recombinantes. 
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Figura 24. Construcción de los vectores pZAVals. En el mapa del vector se puede observar el gen 
aadA, que confiere resistencia a espectinomicina y el gen bar, que confiere resistencia a glufosinato 
de amonio. Se construyeron las versiones alsWT, als282, als574 y alsR (282+574). A la derecha, se 
puede observar un gel de agarosa donde uno de los plásmidos pZAVals fue sembrado sin digerir 
(1) y digerido con EcoRI (2). Se corroboró la presencia de las tres bandas del peso molecular 
esperado para un plásmido recombinante que incorporó el inserto als. 
 
5.3.2 Selección de plantas de A. thaliana transgénicas 
 Las curvas de selección en placa para el ecotipo salvaje Col0 permitieron definir una 
concentración umbral a partir de la cual pudieron seleccionarse las transformantes de A. 
thaliana (Figura 25A). La concentración de glufosinato de amonio escogida con dicho fin fue 
de 10 mg/mL, ya que resultó en una inhibición sustancial del crecimiento del control.  
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 Del total de semillas analizadas, fue posible seleccionar cuatro plantas sobrevivientes: 
1 perteneciente a la construcción alsWT y tres pertenecientes a la construcción alsR (llamadas 
alsR1, alsR2 y alsR3). No pudieron seleccionarse, a pesar de la continua repetición de los 
experimentos de transformación y selección, líneas para las construcciones portadoras de los 
alelos als282 y als574. En la Figura 25E, puede observarse un único fragmento de ADN de 
aproximadamente 855 pares de bases amplificado a partir del ADN genómico de dichas 
plantas sobrevivientes, que coincide con el patrón de amplificación del control positivo 
utilizando el plásmido recombinante como molde (C+). Además, la ausencia de amplificación 
en el control negativo (g-: ADN genómico de una planta Col0) y en el control sin molde (C-), 
aseguraron la especificidad de la reacción y descartaron la posibilidad de una contaminación. 
La línea transgénica alsR3 se seleccionó en un experimento posterior al que permitió la 
selección de las líneas alsR1 y alsR2. 
 Luego del crecimiento y recolección de semillas de las plantas transformantes, la 
progenie (T2) de cada evento fue evaluada para confirmar la resistencia y calcular el 
porcentaje de segregación. Las plantas mostraron un buen crecimiento y entre el 67-79 % de 
ellas fueron capaces de sobrevivir a la aplicación reiterada de glufosinato de amonio 300 μM 
(Tabla 16). Este porcentaje se acerca a la proporción esperada según herencia mendeliana 
(3:1), por lo cual sería de esperar que los eventos de inserción no hayan sido múltiples ni 
complejos. 
 
Tabla 16. Porcentaje de plantas T2 transgénicas sobrevivientes a aplicaciones de 
glufosinato de amonio 300 μM. 
Evento Nº T2 aplicadas Nº T2 sobrevivientes % de sobrevivientes 
alsWT 172 136 79,1 % 
alsR1 172 121 70,3 % 
alsR2 170 119 70 % 
alsR3 162 108 66,7 % 
 
 Se avanzó con el análisis de las líneas transgénicas que se pudieron seleccionar, con el 
objetivo de evaluar, al menos, los niveles de resistencia a inhibidores de la ALS aportados por 
el alelo alsR.  
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Figura 25. Selección de eventos transgénicos. A: Curva de selección del ecotipo Col0 en medios 
MS suplementados con distintas concentraciones de glufosinato de amonio, expresadas en mg/mL. 
B y C: Selección de transformantes en medios MS suplementados con 10 mg/mL de glufosinato de 
amonio. D: Trasplante a tierra de las plántulas. E: Electroforesis en gel de agarosa de los 
fragmentos amplificados con oligonucleótidos específicos para el transgén (855 pb). 
 
5.3.3 Análisis de la resistencia en las líneas transgénicas de A. thaliana 
 
5.3.3.1 Niveles de expresión 
 Se analizaron los niveles de expresión relativos del transgén en los cuatro eventos 
seleccionados: alsWT, alsR1, alsR2 y alsR3. Los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real 
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permitieron validar la especificidad de los oligonucleótidos diseñados sobre los genes blanco, 
ya que las curvas de fusión indicaron picos únicos para los genes als y pdf2. Como puede 
observarse en la Figura 26, los niveles de expresión relativa en el evento alsR1 resultaron 
mayores que para el resto de las líneas alsR, por lo cual se decidió utilizar esta línea para los 
estudios fenotípicos que se describen a continuación. Cabe destacar que no hubo diferencias 
significativas entre los niveles de expresión de las líneas trangénicas alsWT y alsR1. 
  
Figura 26. Expresión relativa del transgén als en las líneas de A. thaliana seleccionadas. Los 
niveles de expresión del transgén als fueron normalizados con los del gen de referencia pd2f y 
relativizados a aquellos del evento transformados con la versión alsWT. Las diferentes letras 
indican diferencias estadísticamente significativas. 
 
5.3.3.2 Niveles de resistencia 
 
 La generación T2 fue conducida hasta madurez de cosecha y la próxima generación 
(T3) fue sometida a diferentes ensayos de exposición a herbicidas. La corroboración de 
niveles de expresión similares entre las líneas alsWT y alsR1 fue tomada como punto de 
partida para validar que cualquier diferencia fenotípica entre ambas se deba a las mutaciones 
portadas por el alelo alsR.  
 En los ensayos de crecimiento en medios suplementados con herbicidas, se puede 
apreciar la rápida inhibición de la germinación y el crecimiento en plantas alsWT a 
concentraciones 0,1 μM de imazetapir, mientras que las correspondientes al evento alsR1 
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muestran un crecimiento normal hasta concentraciones 1 μM de imazetapir (Figura 27A). Sin 
embargo, no se aprecia un efecto diferencial en la germinación y el crecimiento de  las plantas 
alsWT y alsR1 en presencia de concentraciones crecientes de los otros dos herbicidas, 
clorimurón-etil y diclosulam (Figura 27A). Cabe destacar que las plantas Col0 presentaron 
una inhibición total del crecimiento a las concentraciones de herbicidas más bajas (no 
mostrado). 
 En lo que respecta a los análisis de actividad ALS in vitro en presencia de los 
inhibidores, puede observarse un aumento del 52% y del 82% en la resistencia a imazetapir 50 
μM en plantas alsR1 respecto de las plantas transgénicas alsWT y Col0, respectivamente 
(Figura 27B). No se observaron diferencias en la sensibilidad de los extractos enzimáticos a 
clorimurón-etil ni a diclosulam. Sin embargo, no puede descartarse que las concentraciones 
testeadas hayan sido demasiado elevadas y que concentraciones menores permitan observar 
diferencias en la sensibilidad. 
 Por su parte, el ensayo dosis-respuesta por riego con herbicidas indica que no hay 
diferencias significativas entre el crecimiento de plantas alsR1, alsWT y Col0 para ninguno de 
los tratamientos (Figura 28).  
 Estos resultados en su conjunto sugieren que el transgén alsR (282+574) no estaría 
aportando ningún nivel de resistencia a los herbicidas clorimurón-etil (sulfonilurea) y 
diclosulam (triazolopirimidina). Si bien algunos de los ensayos indican un cierto grado de 
resistencia a imazetapir, el fenotipo observado no confirma la hipótesis planteada.  
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Figura 27. Resistencia a inhibidores de la ALS en las líneas transgénicas. A: Ensayos de 
crecimiento de A. thaliana en medios MS suplementados distintas concentraciones de tres 
herbicidas inhibidores de la ALS. B: Actividad de la enzima ALS en presencia de dos 
concentraciones de imazetapir, 10 μM de clorimurón-etil y 10 μM de diclosulam, por separado. Los 
valores se expresan como % de actividad residual respecto del control no tratado. * Indica 
diferencias estadísticamente significativas dentro de cada tratamiento. 
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Figura 28. Ensayo dosis-respuesta por riego con herbicidas. Grupos de plantas transgénicas y no 
transgénicas fueron regadas de manera continua con distintos herbicidas. Al cabo de seis semanas, 
se registró su crecimiento (imagen inferior), y el peso seco promedio para cada grupo dentro de 
cada tratamiento (imagen superior). 
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5.3.4 Construcción de vectores pMF6als para expresión en trigo 
 La estrategia de subclonado utilizada permitió la construcción de tres vectores de 
expresión conteniendo las variantes alélicas alsWT (control), als574 (sustitución W574L que 
otorga resistencia cruzada a las cinco familias de inhibidores de la ALS) y als282 (sustitución 
A282D, con efectos desconocidos en la resistencia). Se desestimó la construcción de un 
vector portando la versión alélica alsR (282+574) debido a que los ensayos en A. thaliana 
indicaron la ausencia de un fenotipo significativamente resistente a inhibidores de la ALS.  
 Como se observa en la Figura 29B, la digestión de los plásmidos recombinantes 
construidos y purificados produce un patrón coincidente con lo esperado: una banda de 2000 
pb correspondiente al gen als (Figura 29, fragmento azul) y una banda de 4000 pb 
correspondiente al resto del vector. El patrón de digestión arrojado para el vector de origen 
(pGEM-Tals) es visiblemente diferente y nos permite descartar posibles contaminaciones. La 
identidad nucleotídica del vector y de cada una de las versiones subclonadas fue corroborada 
exitosamente por secuenciación.  
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Figura 29. Construcción de vectores pMF6als. A: Esquema de los vectores construidos. B: 
Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de digestión de los vectores, lo cual corrobora la 
identidad de los mismos. SD: Sin digerir; D: Digerido. 
5.3.5 Construcción de curvas de selección con imazetapir en cultivo in vitro de trigo 
 La formulación de los medios para el cultivo in vitro de los embriones de trigo Klein 
Brujo fue exitosa. Como puede observarse en la Figura 30, se pudo completar el proceso de 
embriogénesis somática y producir plantas de trigo regeneradas en condiciones in vitro.  
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Figura 30. Cultivo in vitro de trigo. Embriones en etapas de inducción (A) y regeneración (B) en 
medios no selectivos. C: Registro de las etapas de la regeneración de plantas de trigo por 
embriogénesis somática a partir de embriones crecidos en medios no selectivos. 
  
 Como resultado del crecimiento de los individuos en los medios selectivos ensayados, 
se pudo observar que una concentración de 1 μM de imazetapir produjo una reducción 
drástica del porcentaje de regeneración de callos (del 100% en los controles a un 3,33%), 
mientras que no se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de inducción 
(valor-p>0,05), los cuales superaron el 88% en todos los tratamientos (Tabla 17). Así, se pudo 
determinar que una concentración equivalente a 1 μM de imazetapir durante la etapa de 
regeneración permitiría seleccionar diferencialmente aquellos explantos expresando el 
transgén als. Cabe destacar que sólo aquellos callos clasificados con puntajes de 4 y 5 (Figura 
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31) fueron tomados en cuenta para el cálculo de los % de inducción y regeneración (Tabla 
17), debido a su mayor posibilidad de éxito en la generación de nuevos individuos. 
 
Tabla 17. Registro de los niveles de inducción y regeneración de embriones de trigo Klein Brujo 
creciendo en medios de cultivo suplementados con imazetapir 1, 2 y 5 μM (Imi 1, 2 y 5, 
respectivamente). Los callos clasificados con los puntajes 4 y 5 fueron considerados para los cálculos 
de % inducción y % regeneración. 
   Niveles inducción Niveles regeneración   
 Nº rep. Nº Embriones 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5    % Ind.    % Reg. 
Control 3 51     51     51 100 100 
Imi 1 3 60  3 9 23 25 19 30 9 2  100 3,3 
Imi 2 3 58 7  18 20 13 24 25 8  1 88 1,96 
Imi 5 3 60 1  21 21 17 13 41 5   98 0 
Figura 31. Escala de clasificación de los callos en las etapas de inducción y regeneración. Un 
puntaje de 1 implicó ausencia de callos o partes verdes respectivamente. Puntajes de 2, 3 y 4 
cantidades sucesivamente mayores. Un puntaje de 5, indicó el mismo nivel de inducción o 
regeneración que los explantos de los controles crecidos en medios no selectivos. 
 De esta manera, pudieron optimizarse los medios y las condiciones de cultivo para los 
experimentos de transformación y selección de plantas de trigo transgénicas. 
5.3.6 Selección de callos transgénicos de trigo 
 Una vez determinada la concentración del agente selectivo a utilizar en los 
experimentos de transformación, una serie de disparos con el acelerador de micropartículas 
fueron efectuados con el objetivo de introducir en trigo las versiones pMF6als construidas en 
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la sección 5.3.4 y corroborar la posibilidad de utilizar un gen als como marcador de selección. 
Así, los explantos fueron sometidos a un proceso de inducción de callos completo sin 
selección, y el agente de selección (imazetapir 1 μM) fue adicionado en las etapas de 
regeneración.  
 Como puede observarse en la Figura 32, todos los explantos sufrieron un proceso de 
inducción normal y similar, independientemente de la versión del vector con la que se 
bombardearon. Durante la etapa de regeneración, en cambio, sólo algunos callos 
correspondientes a los disparos con el plásmido pMF6als574 presentaron un desarrollo 
aumentado (Figura 32, señalado con flecha roja). En ninguna de las instancias de 
transformación se observó un crecimiento sustancialmente mayor al de los controles de 
selección en los callos bombardeados con las versiones pMF6alsWT y pMF6asl282.  
 Los callos que sobrevivieron al agente de selección continuaron su desarrollo y fueron 
transferidos a medios de regeneración con mayor altura, a medios de rusticación y a maceta, 
consecutivamente. A partir del tejido foliar de los mismos se pudo chequear la incorporación 
del transgén. Como se puede observar en la Figura 33, 4 de las 5 plántulas que completaron el 
proceso de regeneración resultaron positivas para la presencia del transgén, lo cual se 
evidenció por la amplificación específica de un fragmento de 670 pb. Se incluyeron controles 
positivos de amplificación y controles negativos de amplificación endógena y de 
contaminación.  
 Resulta pertinente destacar que la concentración utilizada del agente de selección no 
permitió la aparición de un alto porcentaje de escapes, a diferencia de lo que observaron 
Ogawa et al. (2008) utilizando concentraciones similares del inhibidor de la ALS bispiribac. 
Esto podría deberse a mayores niveles de expresión de la versión als introducida en este 
trabajo por la utilización de un promotor fuerte y constitutivo (35S). Adicionalmente, la 
ausencia de plántulas resistentes para la construcción pMF6als282 podría interpretarse como 
una ausencia de correlación entre esta versión alélica y la resistencia a inhibidores de la ALS, 
al menos en una magnitud mensurable en las condiciones experimentales ensayadas. 
 Estos resultados indican que fue posible obtener plántulas transgénicas de trigo y que 
la construcción desarrollada puede utilizarse como un marcador de selección. Como 
perspectivas, resta estudiar la segregación del trangén en las generaciones siguientes y ensayar 
la posibilidad de realizar la selección de los callos con otros ingredientes activos para los 
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cuales se espera que la versión alélica als574 confiera resistencia (familias de las SU, TP, 
PTB y SCT, según Beckie y Tardif, 2012).  
 
Figura 32. Embriogénesis somática a partir de callos de trigo bombardeados con las distintas 
versiones alélicas del gen als subclonado en el vector pMF6. Las fotografías fueron tomadas cuatro 
semanas de comenzados los procesos de inducción (no selectivo) y regeneración (selectivo). 
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Figura 33. Confirmación de la transgénesis. A: Plántulas de trigo seleccionadas creciendo en altura 
en medios de regeneración suplementados con imazetapir 1 μM. B: Chequeo de incorporación del 
trangén por amplificación de un fragmento als de 670 pb. C+: control positivo de amplificación con 
el vector pMF6als574. C-: Muestra de ADN genómico de plántulas de trigo de los controles de 
regeneración. 
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5.4 CONCLUSIONES 
 
Por un lado, los ensayos sobre la línea de A. thaliana alsR1 (A282D + W574L) 
permitieron descartar la asociación de este alelo a un fenotipo de resistencia significativa a 
inhibidores de la ALS. Por el otro lado, los experimentos de tranformación de trigo permiten 
hipotetizar que la versión als282 tampoco tiene una incidencia significativa en la resistencia, 
al menos al herbicida imazetapir. Y por último, los resultados aquí descriptos demuestran que 
el gen als identificado, aislado y clonado durante el desarrollo de esta tesis puede utilizarse 
como herramienta biotecnológica (marcador de selección) en un proceso de transformación 
genética de trigo, confirmando la hipótesis planteada en la sección 5.1. Resta confirmar si la 
selección de callos transformantes puede efectivamente realizarse con otros principios activos 
para los cuales el gen selector otorga resistencia. 
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6. DISCUSIÓN GENERAL 
 
 A partir del presente proyecto de tesis doctoral, fue posible develar las bases 
moleculares de la resistencia a herbicidas inhibidores de la ALS y a glifosato en dos de las 
especies latifoliadas más problemáticas de los últimos tiempos, Amaranthus hybridus y 
Amaranthus palmeri. En ambos casos, los estudios revelaron la presencia de mutaciones en el 
sitio de acción, causantes de sustituciones que modifican la estructura primaria y, 
consecuentemente, la conformación tridimensional de la proteína, haciendo que la misma se 
vuelva insensible a la acción de los herbicidas ensayados.  
 Además de contribuir a una mayor comprensión de los fenotipos de resistencia 
observados y de su distribución en Argentina, se pudo publicar por primera vez la secuencia 
completa del gen als para A. hybridus y se pudieron reportar algunos polimorfismos en el gen 
als nunca antes detectados, abriendo la puerta para futuros estudios moleculares sobre su 
implicancia en la resistencia. 
 Como se discutió en la introducción general, la caracterización de los mecanismos de 
resistencia resulta clave para la toma de decisiones acerca de las estrategias que se incluyen en 
un programa de manejo. En este sentido, a la luz de la presencia de sustituciones que 
confieren resistencia de amplio espectro a inhibidores de la ALS y de un emergente 
mecanismo de amplificación del gen epsps, podría alertarse sobre la ineficacia del control de 
estas especies de Amaranthus sólo con herbicidas de los grupos B y G en Argentina. 
Consecuentemente, estrategias que impliquen la rotación de mezclas de herbicidas con 
diferentes modos de acción en complementación con prácticas de control no químicas, 
podrían ser específicamente diseñadas para cada región bajo el soporte de estudios basados en 
evidencia científica.  
 Por otro lado, identificar y entender los mecanismos habilita a la creación de 
marcadores moleculares específicos para su detección, como el ensayo de HRMA aquí 
desarrollado para la detección de una nueva sustitución triple en la EPSPS. Si un mecanismo 
de resistencia es encontrado en una alta frecuencia en una región, la simple detección de este 
mecanismo en ausencia de un fenotipado tradicional (usualmente mucho más lento) podría 
aproximar fielmente los niveles de resistencia a una determinado herbicida. 
 El curso de estas investigaciones lleva, inevitablemente, a empujar los límites de lo 
conocido para adentrarse en nuevos mecanismos, conceptos y teorías. A medida que nuevos 
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alelos de resistencia son identificados y caracterizados, la fidelidad de la cuantificación de la 
resistencia mediante mecanismos moleculares se acerca cada vez más al fenotipado 
tradicional. Las encuestas, censos y relevamientos proveen de una oportunidad única no sólo 
para cuantificar la resistencia campo a campo en extensas regiones, sino también para 
incrementar el conocimiento acerca de cómo la resistencia a herbicidas evoluciona a lo largo 
de los años. Mantener la separación entre campos con resistencia y con susceptibilidad, por 
ejemplo, permitiría mayores opciones de control en un enfoque campo a campo. Este tipo de 
decisiones de manejo podría limitar la dispersión de la resistencia. 
 Adicionalmente, los estudios a gran escala permiten identificar aquellas poblaciones 
en las que nuevos mecanismos han aparecido en una frecuencia a la cual la caracterización ya 
es necesaria. Como se observó en el estudio de la resistencia a glifosato, lactofen y atrazina en 
A. tuberculatus, existen zonas grises en el conocimiento de los mecanismos de resistencia.  
 El entendimiento de cómo evoluciona la resistencia a herbicidas en malezas es el 
punto de partida para generar estrategias preventivas o proactivas. Sin embargo, estar 
preparados para nuevas situaciones problemáticas, ya sea por la introducción de especies no 
nativas o por la emergencia de resistencia a nuevos modos de acción, representa una 
capacidad con un alto potencial para la búsqueda de soluciones eficaces y sostenibles.  
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7. CONCLUSIONES GENERALES 
CAPÍTULO 1 
 Se confirmó la resistencia cruzada y múltiple en una población (R) de Amaranthus 
palmeri a tres familias químicas de herbicidas inhibidores de la ALS y a glifosato. 
 
 Se confirmó la resistencia a glifosato en otra población (r) de Amaranthus palmeri. 
 
 Se describieron, por primera vez para poblaciones de A. palmeri de Argentina, los 
mecanismos moleculares causantes de la resistencia a hebicidas con estos modos de 
acción.  
 
 Para el caso de la población R, se detectó la sustitución W574L en la ALS como 
mecanismo de resistencia asociado al sitio de acción. Además, se reportó una alta 
prevalencia de la sustitución P106S en la EPSPS y una leve amplificación génica en el 
gen epsps como mecanismos de resistencia a glifosato.  
 
 Las plantas de la población r presentaron sólo la sustitución P106S en la EPSPS, lo cual 
podría explicar los niveles de resistencia a glifosato más bajos respecto de la población R. 
 
 No es posible descartar la presencia de mecanismos no asociados al sitio de acción 
contribuyendo en alguna medida a los fenotipos de resistencia observados. 
CAPÍTULO 2 
 
 Los resultados de este capítulo representan el primer reporte oficial sobre los mecanismos 
moleculares causantes de resistencia cruzada a inhibidores de la ALS en la especie de 
maleza más problemática de Argentina durante las últimas décadas, Amaranthus 
hybridus. 
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 Se describió la presencia de las sustituciones D376E y W574L en la ALS de cinco 
poblaciones de A. hybridus de la región pampeana como mecanismos asociados al sitio 
de acción causantes de la resistencia cruzada. 
 
 En lo que respecta al glifosato, la población R-CA presentó valores de resistencia 
extraordinariamente elevados comparados a aquellos de todas las otras poblaciones 
alguna vez descriptas. 
 
 Se asoció el fenotipo de resistencia a glifosato a un mecanismo nunca antes reportado, 
asociado a una triple sustitucion aminoacídica en la EPSPS. Este mecanismo nuevo se 
denominó TAP-IVS y fue detectado como único mecanismo en la población R-CA. 
 
 Se desarrollaron técnicas, como el ensayo HRMA y la extracción de ADN de semilla 
única, que posibilitan la rápida detección de este nuevo mecanismo de resistencia en un 
alto número de invividuos en simultáneo. 
 
 Los estudios realizados representan el primer reporte de mecanismos de resistencia a 
glifosato asociados al sitio de acción en A. hybridus en todo el mundo. 
 
CAPÍTULO 3 
 
 La resistencia a glifosato en Amaranthus tuberculatus está tan extendida en los cultivos 
de soja del estado de Ohio (EEUU) como lo está en otros estados. A su vez, el principal 
mecanismo de resistencia a este herbicida parece ser la amplificación del gen epsps, 
aunque es posible que otros mecanismos desconocidos estén presentes. 
 
 Por el otro lado, la resistencia a herbicidas inhibidores de la PPO resultó poco frecuente, 
aunque concentrada en unas pocas poblaciones. El único mecanismo de resistencia 
detectado correspondió a una deleción en la G210 del gen blanco. 
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 Por último, la resistencia a atrazina se observó en muy baja frecuencia pero en casi todas 
las poblaciones ensayadas, lo cual podría indicar que este herbicida se utiliza como 
último recurso y podría comenzar a fallar en un futuro cercano. 
CAPÍTULO 4 
 
 Los ensayos sobre la línea transgénica de A. thaliana alsR1 (A282D + W574L) 
permitieron descartar la asociación de este alelo a un fenotipo de resistencia a inhibidores 
de la ALS.  
 
 Los ensayos de transformación de trigo indicarían que la versión als282 tampoco tiene 
una incidencia significativa en la resistencia, al menos al herbicida imazetapir.  
 
 Los resultados descriptos en este capítulo demuestran que un gen als identificado, aislado 
y clonado durante el desarrollo de la presente tesis puede utilizarse como herramienta 
biotecnológica (marcador de selección) en un proceso de transformación genética de 
trigo. 
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